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RESUMO

A dor crbnica é frequentemente associada a alteragdes transcricionais-funcionais
nos sistemas neuronais envolvidos na transmissdo e modulacdo da informacao
nociceptiva. A transcricdo de varias proteinas envolvidas na dor cronica é
primorosamente regulada pelo fator de transcricao nuclear kB (NFxB). Considerando
que o NFkB é um importante alvo das MAPKs (proteina quinase ativada por
mitdgeno), investigamos a participagdo das MAPKs (p38, ERK e JNK) e NFkB em
dois modelos experimentais de dor persistente: modelo de dor muscular inflamatéria
e modelo de dor pos-operatoria. O pré-tratamento com inibidores do NFkB, das
MAPKs p38, ERK e JNK inibiu a hipernocicep¢gdo muscular aguda, mas nao a
persistente. Em adi¢do, a inibigdo farmacolégica do NFkB ou da MAPK p38, mas
nao da ERK ou JNK, reduziu a hipernocicepg¢ao pés-operatéria. Para investigar os
mecanismos pelos quais o NFkB contribui para a hipernocicepgao pos-operatoria,
analisamos o efeito do PDTC, inibidor do NFkB sobre a producdo de mediadores
inflamatérios e expressdao de canais para sédio envolvidos na sensibilizagcdo
nociceptiva. Apoés a incisdo cirurgica houve um aumento nos niveis do TNF-a e
PGE,, assim como aumento na expressao génica de canais para sédio Nav 1.8 e 1.9
nos neurdnios sensoriais, sendo esses efeitos prevenidos pelo PDTC. Esses dados
nos permitem propor que possivelmente a incisdo cirurgica ativa a via MAPK
p38/NFkB que induz aumento da expressao de TNF-a e PGE,, responsaveis pelo
aumento da expressdo para canais para sodio Nav 1.8 e Nav 1.9 no neurbnio
sensorial, gerando hiperexcitabilidade e hipernocicepgdo pds-operatoria. Estes
resultados fornecem novas evidéncias sobre os distintos papéis do NFkB e das
MAPKs no desenvolvimento da dor aguda e persistente, e indicam que o NFkB pode
ser um alvo farmacoldégico interessante para o tratamento da dor pds-operatéria.

Palavras Chave: MAPks. NFkB. Sinalizac&o intracelular. Dor pds-operatéria. Dor
muscular. Dor crénica.



ABSTRACT

Chronic pain is often associated with transcriptional and functional changes in neural
systems involved in the transmission and modulation of nociceptive information. The
transcription of several proteins involved in chronic pain is regulated by the
transcription factor kB (NFxB). Furthermore, NFkB is an important target of MAPKs
(Mitogen-Activated Protein Kinase). Therefore, it was investigated the involvement of
MAPKs (p38, ERK and JNK) and NFkB in two experimental models of persistent
pain: inflammatory muscle pain and postoperative pain models. Pre-treatment with
inhibitors of NFkB and MAPKs (p38, ERK and JNK) reduced the acute muscle
hypernociception, but not persistent hypernociception. In addition, pharmacological
inhibition of NFkB or p38 MAPK but not ERK and JNK, reduced postoperative
hypernociception. To investigate the mechanisms by which NFkB contributes to
postoperative hypernociception, we analyzed the effect of PDTC, an NFkB inhibitor,
on the production of inflammatory mediators and expression of sodium channels
involved in nociceptive sensitization. The incision elevated the levels of TNF-a and
PGE2 as well as increased the expression of sodium channels Nav 1.8 and 1.9 in
sensory neurons, these effects being were neutralized by PDTC. These data suggest
that the surgical incision activates the p38 MAPK/NFkB pathway, which increases the
expression of TNF-a and PGE,, responsible for the up regulation of sodium channels
Nav 1.8 and Nav 1.9 in sensory neuron resulting in neuronal hyperexcitability and
postoperative hypernociception. These results provide new evidence on the distinct
roles of NFKB and MAPKs in the development of acute and persistent pain, and
indicate that NFkB may be an interesting pharmacological target for the treatment of
postoperative pain.

Keywords: MAPks. NFkB. Intracellular signaling. Postoperative pain. Muscle pain.
Chronic pain.
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1. INTRODUGAO

A dor aguda é transitéria e paradoxalmente representa um mecanismo
fisiolégico de defesa contra danos teciduais. A dor crénica, entretanto, pode ocorrer
na auséncia de dano tecidual e persistir mesmo apds a resolucdo do processo
inicial. Uma pesquisa publicada no inicio da década confirma no Brasil uma
tendéncia mundial: a sociedade moderna padece de dor. No Brasil, 1/3 das
consultas médicas ocorre devido a presenga de dor, sintoma encontrado em 70%
dos pacientes (TEIXEIRA et al., 2001). Na cidade de Salvador-Bahia, estima-se que
41,4% da populacdo sofrem de dor crénica (SA et al., 2008), dado que demonstra a
alta prevaléncia e coloca o Brasil como um dos paises mais acometidos por esse
problema (HARSTALL & OSPINA, 2003). Nos Estados Unidos, os numeros sao
impressionantes: mais de 116 milhdes de pessoas sofrem de dor crénica, o que
representa 700 milhdes de dias de trabalho perdidos por ano com custo médio de
600 bilhdes de ddlares anuais (IOM, 2011). Embora a dor resulte em alta morbidade
e elevado custo social ela permanece pobremente compreendida.

A dor cronica pode estar associada a mecanismos fisiopatologicos
duradouros, os quais diferem muito daqueles decorrentes da dor aguda. Tratamento
mais eficiente da dor crénica requer maior compreensdo dos eventos que levam a
cronificagdo. Atividade nociceptiva intensa ou repetida induz alteragbdes funcionais
duradouras nas vias nociceptivas que podem determinar a evolugao de episodios de
dor aguda para quadros de dor crénica (WOOLF & SALTER, 2000). Nesse contexto,
a dor decorrente de eventos como incisdes cirurgicas e processos inflamatorios,
inicialmente de facil controle farmacoldgico, requer grande atengdo, uma vez que

pode evoluir para estados de dor crénica resistente aos tratamentos convencionais.
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A dor cronica esta frequentemente associada a alteragcbes anatomo-
funcionais do sistema nervoso central e periférico, como o aumento da excitabilidade
neuronal e mudancgas drasticas no fendtipo celular, com uma série de alteragdes
neuroquimicas e de expressdo génica (REN & DUBNER, 1999). Dessa forma, é
possivel que a ativagcado continua de proteinas quinases e consequente ativagao de
fatores de transcricdo sejam responsaveis por alteragbes duradouras na transcrigao
génica e sintese de proteinas que promovem facilitagcdo nociceptiva e estados de
dor cronica.

Evidéncias recentes indicam que as proteinas quinase ativadas por mitégenos
(MAPKSs) estao envolvidas na patogénese da inflamacgao, plasticidade neuronal e
sensibilizagdo nociceptiva. As MAPKs sao proteinas quinase ativadas pela
fosforilagdo dos residuos treonina/tirosina (WIDMANN et al., 1999), responsaveis
pela transmissao dos sinais extracelulares para o nucleo, onde a transcricido de
genes especificos € induzida pela fosforilagdo e ativagdo de fatores de transcricdo
(SEGER & KREBS, 1995). Ha pelo menos trés familias distintas de MAPKs em
mamiferos, incluindo as quinases reguladas pelo sinal extracelular (ERK), quinase c-
Jun N-terminal (JNK) e p38. As MAPKs foram inicialmente classificadas como
reguladores de proliferagédo e diferenciagao celular, mas evidéncias recentes indicam
seu papel na sensibilizagdo nociceptiva, hiperalgesia e dor cronica (KENNEY &
KOCSIS, 1998; JI et al., 1999; SAMMONS et al., 2000; ALEY et al., 2001; JI et al.,
2002; SVENSSON et al., 2003a,b; OBATA et al., 2004; SWEITZER et al., 2004;
DOYA et al., 2005; MIZUSHIMA et al., 2005).

As MAPKs ativam diversos fatores de transcricdo, entre eles o fator de

transcricdo nuclear kappa B (NFkB), que regula a transcricdo e sintese de diversas

proteinas envolvidas na dor e inflamacdo. O NFkB funcionalmente ativo € um
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heterodimero constituido de subunidades da familia Rel (Rel A ou p65, p50, p52, c-
Rel, v-Rel e Rel B). Quando inativo, o NFkB encontra-se no citoplasma ligado a uma
proteina inibidora, o kB, que impede sua translocac&o para o nucleo (GHOSH et al.,
1998). Diferentes estimulos causam a rapida fosforilagao do I«B, principalmente pela
acgao da I«B quinase (IKK), liberando o NFkB. A dissociagdo do complexo IkB/ NFxB
permite o transporte do NFkB para o nucleo celular onde induz, apés sua ligagao
com o elemento kB, a estimulagao ou inibigcdo de diversos genes, incluindo os genes
envolvidos na dor inflamatéria (BAEUERLE & BALTIMORE, 1996).

O interesse crescente pelo estudo do NFkB provém da enorme quantidade
de genes e de processos celulares por ele regulados, tais como desenvolvimento,
plasticidade, transmissdo sinaptica, morte e defesa celular. Ha substanciais
evidéncias de que a ativacdo persistente do NFkB tem papel essencial na
manutengado da dor inflamatdria. Entre os genes regulados por este fator podemos
citar varios envolvidos com a dor e a inflamagao: proteinoquinases, 6xido nitrico
sintase, ciclooxigenase (COX), citocinas, moléculas de adesdo, moléculas dos
complexos de histocompatibilidade, proteinas de fase-aguda, dinorfina, entre outros
(BARNES & ADCOCK, 1997; O’'NEILL & KALTSCHMIDT, 1997). A observagao de
que o aumento na expressdao do NFkB na medula espinal lombar ocorre
paralelamente a hiperalgesia inflamatoria periférica em ratos reforca esta idéia
(CHAN et al., 2000).

De fato, a participagdo do NFkB na indugdo e manutengdo da dor tem sido
demonstrada. Diversos estudos demonstram que o tratamento com diferentes
inibidores do NFkB ou IKK, assim como a sua delegdo génica reduz a
hipernocicepgéao térmica e mecanica induzida por diferentes estimulos inflamatérios

(LAUGHLIN et al., 2000; LEE et al., 2004; TEGEDER et al., 2004; NIEDERBERGER
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et al., 2007; MOSER et al., 2011). Além disso, foi demonstrado o envolvimento do
NFkB no modelo de dor neuropatica, uma modalidade de dor crdénica. Ma & Bisby
(1998) observaram que a ativagao de NFkB estda aumentada em ganglios das raizes
dorsais (GRD) de ratos apds a ligadura do nervo ciatico. Em concordancia com essa
observagédo, a administracdo de um inibidor da via NFkB reduz a hiperalgesia
causada por constricao cronica do nervo ciatico (SAKAUE et al., 2001). Em adicéo, a
regulacdo da sintese de citocinas pelo NFkB reforca seu envolvimento com dor
crbnica, uma vez que a sensibilizacdo dos nociceptores pelos mediadores
inflamatdrios finais € secundaria a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias
(FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1991), e que citocinas participam também da
fisiopatologia da neuropatia (MA & BISBY, 1998; SAKAUE et al., 2001). Em
conjunto, esses dados apontam importante contribuicdo do NFkB para a
manutencao da dor persistente.

Entretanto, sabendo que a fisiopatologia da dor difere entre tecidos
acometidos, estimulo e cronicidade, este trabalho tem como objetivo avaliar os
mecanismos intracelulares envolvidos na geragao e manutengao dos quadros da dor
inflamatdria muscular e da dor pés-operatéria. A melhor compreensao dos aspectos
fisiopatolégicos podera prover a base para o delineamento de tratamentos mais
efetivos para essas condigdes, assim como para a identificacdo de alvos

farmacolégicos que favoregam ao desenvolvimento de novos farmacos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dor

Do ponto de vista fisiolégico, dor pode ser definida, de acordo com a
Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), como sendo uma
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesao tecidual
real ou potencial, ou descrita em termos que sugerem tal dano” (MERSKEY, 1994).
Portanto, dor € uma experiéncia complexa e subjetiva, que envolve a percepg¢ao dos
estimulos nocivos pelo sistema nervoso central quando as vias sensoriais
nociceptivas sao estimuladas, mas que também depende de um componente
emocional afetivo, incluindo a atengao e a aprendizagem (BONICA, 1990).

O componente emocional afetivo, em fungdo da subjetividade, apresenta
grande dificuldade de avaliagdo nos animais, por conseguinte o termo nocicepgao é
utilizado para definir a percep¢ao do estimulo nociceptivo, na qual os receptores que
detectam e sinalizam esses estimulos nocivos séo classificados como nociceptores.
Apos um estimulo nocivo intenso ou persistente, alteragdes nos limiares
nociceptivos podem ser detectadas sendo descritas como alodinia (dor decorrente
de um estimulo que normalmente n&o provoca dor) e hiperalgesia (resposta
exacerbada a um estimulo doloroso). Contudo, devido a grande controvérsia na
literatura sobre a adequacéao da utilizacdo desses termos na experimentagdo animal,
foi sugerido o termo hipernocicepgéo para designar aumento da resposta nociceptiva
comportamental em condigbes experimentais (PARADA et al.,, 2003). O termo

hipernocicepgdo evita extrapolagbes diretas de resultados obtidos com
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experimentagcdo em animais para a clinica, e portanto, sera utilizado no presente
trabalho.

A dor inicia-se com um estimulo potencialmente nocivo ou destrutivo. A
habilidade de detectar tais estimulos pelo sistema somatosensorial € um mecanismo
de protecdo muito importante que envolve a interagdo de varios mecanismos
periféricos e centrais. A detecgcao destes estimulos € dependente da ativagao de
neurdnios sensoriais especializados e da transmissao da informagao nociceptiva
para o sistema nervoso central. Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres de
neurdbnios sensoriais primarios, que sao neurbnios pseudo-unipolares nao
mielinizados (fibras C) ou pouco mielinizados (fibras Ad), cujos corpos celulares
encontram-se nos ganglios das raizes dorsais e nos ganglios trigeminais (MILLAN,
1999). Em condig¢des fisioldégicas normais, os nociceptores possuem limiares de
ativacao especificos que os distinguem de outros tipos de receptores mecanicos e
térmicos, uma vez que sao excitaveis apenas por estimulos nociceptivos, como calor
nocivo, pressao intensa ou substancias quimicas irritantes, mas nao por estimulos
nao nocivos (JULIUS & BASBAUM, 2001). As fibras C sao fibras finas, com
velocidade de condugdo de cerca de 1 m/s e que respondem a estimulos
nociceptivos de origem térmica, mecéanica ou quimica; sendo, por isso chamadas de
polimodais. Ja as fibras A delta (Ad) de velocidade de condug&o mais rapida, cerca
de 5 a 30 m/s, respondem preferencialmente a estimulos nociceptivos térmicos e
mecanicos e com menos intensidade a estimulos quimicos (MILLAN, 1999; JULIUS
& BASBAUM, 2001). Outra classe de nociceptores, denominada de “nociceptores
silenciosos”, tem sido descrita. Esta classe de nociceptores apresenta limiar de
excitabilidade muito elevado e em situagcdes normais nédo respondem a estimulos

térmicos ou mecanicos. Entretanto, durante um processo inflamatério se tornam
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excitaveis, aumentando o recrutamento de fibras envolvidas na sensagao de dor, o
que implica em uma diminuicdo do limiar nociceptivo do tecido inflamado
(SCHAIBLE & SCHMIDT, 1988; MCMAHON & KOLTZENBURG, 1990).

O estimulo nociceptivo ativa os nociceptores, que convertem a informacao
nociceptiva em potenciais de agao que sdo conduzidos ao longo dos nervos espinais
ou cranianos aos neurdnios de segunda ordem e terceira ordem no sistema nervoso
central. Os nociceptores que transmitem a informacido nociceptiva de estruturas
cranianas fazem sinapses diretamente com os neurdnios secundarios em nucleos do
tronco cerebral. Ja os localizados nos membros, tronco e visceras conduzem a
informacao nociceptiva para o sistema nervoso central através da raiz dorsal da
medula espinal, onde fazem sinapses com neurbnios de segunda ordem. Os
neurénios de segunda ordem podem ser interneurdnios ou neurénios de projegao
que cruzam a medula espinal e ascendem formando os tratos ascendentes de
transmissao da dor. Os tratos ascendentes levam a informacédo de dor, direta ou
indiretamente, ao talamo, que posteriormente se projeta para o cortex cerebral,
regido responsavel pela identificagdo de qualidade, intensidade e localizagao da dor
e para o sistema limbico, onde os aspectos emocionais e afetivos sdo integrados na
experiéncia da percepcao da dor (NOBACK et al., 1996; LOESER & MELZACK.,
1999).

Além das vias ascendentes de transmissao e do processamento da dor,
existem vias descendentes de modulagédo da dor. Essas vias se originam em varios
niveis do encéfalo, como tronco encefalico, hipotalamo, cortex e talamo (MILLAN,
2002). As vias descendentes foram consideradas durante décadas como um sistema
endogeno de analgesia. Entretanto, uma das descobertas mais interessantes a

respeito da modulagdo descendente da dor é que essa pode tanto inibir quanto
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facilitar a transmissdo nociceptiva (JULIUS & BAUSBAUM, 2001; MILLAN, 2002),
indicando que sdo vias envolvidas, paradoxalmente, tanto na analgesia enddgena
quanto na manutencao da dor cronica.

Em resumo, a transmissao de estimulos nociceptivos desde a periferia até os
centros cerebrais € um processo complexo, onde circuitos em diferentes niveis tém a
capacidade de modular a passagem dos impulsos nervosos alterando, portanto, a
resposta a estimulagcdo nociva. Assim, o balango entre a atividade dos circuitos

excitatérios e inibitdrios determinara a amplitude da dor.

2.2 Dor cronica

A dor pode ser classificada, de acordo com um critério temporal, em aguda e
crobnica. A dor aguda é uma resposta causada por uma lesdo de tecido com
consequente ativagao dos nociceptores no local da lesdo, caracterizando-se por ter
duracao equivalente ao tempo de resolugdo do processo causal. Além disso, a dor
aguda é geralmente de facil identificagdo e tratamento, possuindo também carater
protetor, através da limitagdo da movimentacédo e da sobrecarga de atividade sobre
o tecido, para evitar maiores danos e facilitar a cicatrizagdo (LOESER & MELZACK,
1999; BRENNAN et al., 2007). Por outro lado, a dor cronica geralmente ultrapassa o
tempo de recuperagdo do organismo, ou seja, esse tipo de dor pode néao
desaparecer mesmo quando a lesao inicial foi resolvida, persistindo por meses ou
anos, comprometendo a qualidade de vida do individuo (LOESER, 2003; BRENNAN
et al., 2007; COSTIGAN et al., 2009). A dor crénica nem sempre tem uma causa
identificavel, ndo tem fungao fisiologica 6bvia e deixa de ser um sintoma para ser

considerada a doenca em si. De acordo com esses conceitos, fica claro que a
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classificagdo da dor em aguda ou cronica reflete diferengas muito mais profundas do
que apenas o curso temporal.

A dor crbénica tem alta prevaléncia mundial, representando um problema de
saude publica com alto custo médico e social. Estima-se que 41,4% da populagéo
de Salvador-BA sofrem de dor crénica (SA et al., 2008), dado que demonstra a alta
prevaléncia e coloca o Brasil como um dos paises mais acometidos por esse
problema (HARSTALL & OSPINA, 2003). No Brasil, estudo realizado em pacientes
com dor crénica, verificou que 94,9% apresentavam comprometimento da atividade
profissional, acarretando um sério prejuizo econédmico e social (TEIXEIRA et al.,
1995). Nos Estados Unidos, os numeros sao impressionantes: mais de 116 milhdes
de pessoas sofrem de dor crénica, o que representa 700 milhdes de dias de trabalho
perdidos por ano com custo médio de 600 bilhdes de ddlares anuais (IOM, 2011).
Entretanto, embora a dor resulte em alta morbidade e elevado custo social ela
permanece pobremente compreendida.

A dor crénica esta associada com alteracdes adaptativas em varios niveis do
sistema nervoso. Pode-se destacar alteragdes de neuroplasticidade, tais como
sensibilizagdo, desinibigdo dos neurdnios inibitérios do corno dorsal, reorganizagéo
do circuito neuronal do corno dorsal e alteragdes nos mecanismos de facilitagéo e
inibicdo descendente da dor, que ocasiona respostas persistentes e exageradas a
dor (PORRECA et al., 2002). Tendo em vista que estes eventos sao dependentes da
intensidade e da duracdo do estimulo, quanto mais persistente for o processo
doloroso, mais dificil se torna seu controle (BESSON, 1999; WOOLF & SALTER,
2000; ZIMMERMANN, 2001).

Uma injuria tecidual, induzida por incis&o cirurgica ou substancias quimicas

irritantes, produz aumento da sensibilidade das vias de deteccédo e conducgio da dor,
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que podera levar ao desenvolvimento de estados de dor persistente ou crénica. Do
ponto de vista eletrofisiologico, esta sensibilizagdo é caracterizada pela diminuicao
do limiar de excitabilidade neuronal necessario para a produ¢ao de potenciais de
acao, pelo aumento de atividade espontidnea e aumento na frequéncia de disparo
em resposta a estimulos supralimiares (RIEDEL & NEECK, 2001). A sensibilizacédo
dos nociceptores pode decorrer da producdo e liberacdo de mediadores
inflamatdrios, tais como citocinas inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucinas (IL-1 e IL-6), prostaglandina E; (PGE;), bradicinina e ATP, por
células nao neuronais (fibroblastos, mastécitos, neutrofilos, macroéfagos) bem como
pelas terminacdes dos neurbnios sensoriais primarios. Esses mediadores tém sido
implicados no processo de sensibilizacdo da dor e 0 seu mecanismo de acido tem
sido intensivamente investigado (NICOL et al., 1992; WOOLF & COSTIGAN, 1999;
JULIUS & BASBAUM, 2001; BHAVE & GEREAU, 2004; JI & STRICHARTZ, 2004;
HUCHO & LEVINE, 2007; WOOLF & MA, 2007).

Dentre os mediadores considerados hiperalgésicos/hipernociceptivos finais da
dor, pode-se destacar as prostaglandinas (PGs), que s&o substancias produzidas
pela agdo da COX utilizando-se do acido araquidénico como substrato (FERREIRA
& VANE, 1967; FUNK, 2001; IVANOV & ROMANOVSKY, 2004). A habilidade das
prostaglandinas em sensibilizar diretamente os nociceptores foi observada em
humanos e animais, com a utilizagdo de técnicas eletrofisiolégicas e
comportamentais (FERREIRA, 1972; FERREIRA et al., 1978; MARTIN et al., 1987).
Tem sido descrito que a liberagdo das PGs, geralmente, € precedida pela liberagéo
de mediadores hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediarios (CUNHA et al., 1992;
CUNHA et al., 2005). Entre os mediadores intermediarios destacam-se as citocinas

como sendo os mediadores que possuem um papel melhor caracterizado na
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hipernocicepgao inflamatéria (VERRI JR et al., 2006). Estes mediadores que, a
principio, pareciam ser importantes apenas no recrutamento de leucdcitos
(neutrdfilos) para o local da lesdo, mostraram-se relevantes também na génese da
dor.

As citocinas mais estudadas na hipernocicep¢ao sao TNF-a e IL-13 (VERRI
JR et al., 2006). Foi demonstrado, tanto em ratos, quanto em camundongos, que a
inibicdo da acao dessas citocinas, seja por anticorpos, receptores soluveis ou
proteinas ligadoras, ou ainda sua delegdo génica, diminui a hipernocicepgdo em
modelos experimentais, indicando a relevancia desses mediadores nos quadros
agudos, sobretudo nos quadros de dor persistente (FERREIRA et al., 1988; CUNHA
et al., 1991; 1992; MAIER et al., 1993; WOOLF et al., 1997; LORENZETTI et al.,
2002; MILLIGAN et al., 2004; CUNHA et al., 2005; WOLF et al., 2008).

Atualmente acredita-se que a hipernocicepgao induzida por mediadores
inflamatorios seja mediada pela modulagdo de canais ibnicos, que regulam a
excitabilidade neuronal e propagagao do potencial de agéo, contribuindo para o
desenvolvimento e manutencgéo da dor (BHAVE & GEREAU, 2004). Os canais para
sédio dependentes de voltagem controlam a geragao e propagag¢ao do potencial de
acao. Varios tipos desses canais sao expressos nos neurbnios sensoriais.
Farmacologicamente, eles sdo subdivididos em canais para sédio sensiveis a
tetrodotoxina (TTX-S) e canais para sédio resistentes a tetrodotoxina (TTX-R). Os
canais para sodio TTX-R, denominados Nav 1.8 e Nav 1.9, tém sido apontados
como criticos na génese de dores persistentes (AKOPIAN et al., 1996; DIB-HAJJ et
al.,1998; BHAVE & GEREAU, 2004; WOOD et al., 2004). Ambos os canais s&o
expressos essencialmente em neurdnios sensoriais (KHASAR et al., 1998), e sua

expresséao e distribuicdo sdo alteradas em resposta a uma inflamagao ou injuria do
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nervo (CUMMINS & WAXMAN, 1997; NOVAKOVIC et al., 1998; AMAYA et al,,
2000; FANG et al.,2002; DJOUHRI et al., 2003; GOLD et al., 2003). Foi observado
que a delegdo de genes Nav 1.8 e Nav 1.9 ou sua inibicdo farmacoldgica reduz
marcadamente a hipernocicepcao inflamatéria (AKOPIAN et al., 1999; PRIEST et al.,
2005; AMAYA et al., 2006; EKBERG et al., 2006; JARVIS et al., 2007) e neuropatica
(LAI et al., 2002; ROZA et al., 2003; PRIEST et al., 2005; AMAYA et al., 2006;
JARVIS et al., 2007). Os canais para soédio Nav 1.8 e Nav. 1.9 participam da geracéao
do potencial de acado (JEFTINIJA, 1994) e modulam a excitabilidade celular, e
portanto, qualquer interferéncia na sua ativacdo pode contribuir para o
desenvolvimento e manutengao da dor (LAl et al., 2002; TANAKA et al., 1998).

O aumento da funcao de canais idnicos, que contribui para a manutengao da
dor, pode ocorrer rapidamente (em minutos) por regulagdo poés-translacional via
fosforilagao, e por regulacéo transcricional (em horas até mesmo dias) aumentando
a transcricdo do préprio canal ou de moléculas pré-nociceptivas que favorecem sua
ativacdo. Ambas as regulagdes, pos-translacionais e transcricionais, nos neurénios
sensoriais requerem a ativagcado de proteinas quinases via transducao de sinalizagao
intracelular (JI et al., 2008).

As MAPKs sao proteinas quinases ativadas pela fosforilagdo dos residuos
treonina/tirosina (WIDMANN et al., 1999), responsaveis pela transmissdo dos sinais
extracelulares para o nucleo, onde a transcricdo de genes especificos é induzida
pela fosforilagdo e ativagdo de fatores de transcrigdo (SEGER & KREBS, 1995).
Portanto, as MAPKs representam uma familia de moléculas sinalizadoras
intracelulares, evolutivamente conservadas e compostas por trés membros:
quinases reguladas pelo sinal extracelular (ERK), proteina quinase c-Jun N-terminal

(JNK) e p38 (JOHNSON & LAPADAT, 2002). As MAPKs foram inicialmente
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classificadas como reguladores de proliferagcdo e diferenciagdo celular, mas
evidéncias recentes indicam seu papel na sensibilizagdo nociceptiva, hiperalgesia e
dor cronica (KENNEY & KOCSIS, 1998; JI et al., 1999, 2002; SAMMONS et al.,
2000; ALEY et al, 2001; SVENSSON et al., 2003a,b; OBATA et al., 2004;
SWEITZER et al., 2004; DOYA et al., 2005; MIZUSHIMA et al., 2005).

A ERK foi a primeira MAPK identificada, a qual pode ser fosforilada por
atividade neural persistente ou outros diversos estimulos patolégicos (JI & WOOLF,
2001). Evidéncias demonstram o envolvimento da ERK na plasticidade neuronal e
na hiperalgesia (JI et al., 1999). Diversos estimulos nocivos (térmicos e mecanicos)
induzem a ativacao (fosforilagdo) da ERK em neurénios do corno dorsal da medula
espinal, sendo esta relacionada a atividade nociceptiva (JI et al., 1999). A
intensidade e duragdo do estimulo nociceptivo € um determinante da indugao da
fosforilagdo da ERK, pois foi visto que o aumento da temperatura nociva de 45°C
para 55°C esta relacionada ao aumento dos neurénios marcados com a p-ERK (JI et
al., 1999). Do mesmo modo, um breve estimulo mecénico nocivo (menor que 10
segundos) nao é suficiente para ativar a ERK (WEI et al., 2006), enquanto estimulos
nocivos persistentes produzidos por formalina (KARIM et al., 2001), CFA (JI et al.,,
2002 ; ADWANIKAR et al., 2004), veneno de escorpido (PANG et al., 2008) e
monoartrite (CRUZ et al., 2005) induz a fosforilagdo da ERK, sugerindo assim que a
ERK é ativada por estimulos nociceptivos persistentes. A ERK, de fato, parece
participar do desenvolvimento e manutencgéo da dor persistente, ja que o tratamento
com inibidores da ativagcao da ERK inibe o comportamento nociceptivo em diversos
modelos experimentais de dor persistente, como: dor neuropatica (ZHUANG et al.,
2005), dor inflamatoria induzida pela injecdo do Adjuvante Completo de Freund

(CFA) (JI et al., 2002; ADWANIKAR et al., 2004) e monoartrite articular (CRUZ et al.,
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2005). Provavelmente, a ERK tem importante papel no desenvolvimento e
manutengdo da dor pela regulagdo da transcricdo génica, que € importante para
manutencdo da sensibilizagcao central. Foi verificado que a ERK é capaz de ativar
fatores de transcricdo e induzir a transcricdo de genes que mantém a plasticidade
neural pela formacao de novas sinapses e produzem mediadores proé-inflamatérios e
nociceptivos tais como a PGE; (LONZE & GINTY, 2002).

A JUNK, outra MAPK, também conhecida como proteina quinase ativada por
estresse (SAPK), possui importante papel na neurodegeneracéao e apoptose, como
também no desenvolvimento e na manutengdo da dor crénica (ZHUANG et al.,
2006). Diversos estimulos como, estresse, citocinas pré-inflamatérias (IL-18 e TNF-
a), fatores de crescimento (FGF e TGF) e ativagdo de receptores Toll-like (TLR-4 e
TLR-9) induzem a ativagcdo da JNK (WESTON & DAVIS, 2007) em neurbnios
sensoriais primarios e na medula espinal (JI et al., 2006; POLLOCK et al., 2002). A
ativagdo da JNK parece importante para o desenvolvimento da dor neuropatica, ja
que o tratamento com o inibidor da JNK no GRD preveniu o desenvolvimento do
comportamento nociceptivo mecanico induzido pela ligadura do nervo espinal
(ZHUANG et al., 2006). Além da injuria do nervo, o processo inflamatorio também
pode causar a ativagao da JNK. Foi observado que a injegdo de capsaicina, o CFA e
a endotelina-1 induzem hipernocicepg¢ao, sendo esta prevenida pelo tratamento com
o inibidor da JNK (SP600125) (DOYA et al., 2005; MOTTA et al., 2006), sugerindo a
participacdo da JNK na hipernocicepcédo inflamatéria. O papel da JNK na
sensibilizagdo nociceptiva parece estar associado com o fato de que a ativacédo da
JNK regula a transcrigdo génica via ativagdo de fatores de transcrigao.
Consequentemente, a JNK pode regular a sintese de mediadores inflamatérios

como IL-1B, TNF-q, IL-6, éxido nitrico, PGE;, que contribuem para o processo de
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sensibilizagao periférica e central (WATKINS & MAIER, 2003; FALSIG et al., 2004; JI
& STRICHARTZ, 2004; KAWASAKI et al., 2007).

A p38 é um membro da familia de MAPK envolvida em amplas fungdes
celulares e frequentemente associada a condigbes patologicas. A p38 € uma
serina/treonina quinase que transduz estimulos extracelular em respostas
transcricional e pds-translacional intracelular (WIDMANN et al., 1999; ONO & HAN,
2000). Estudos tém demonstrado que a p38 possui importante papel no
processamento da dor pela regulagcéo da sensibilizagao periférica e espinal iniciada
por estimulos inflamatérios (JI et al.,, 2002; SVENSSON et al., 2003a,b) e
neuropatico (JIN et al., 2003; SVENSSON et al., 2003; OBATA et al., 2004; TSUDA
et al., 2004).

Diferentes laboratérios tem demonstrado aumento da ativacdo da p38 na
medula espinal apos ligadura do nervo espinal (JIN et al., 2003; TSUDA et al., 2004;
KATSURA et al., 2006), lesdo de nervo (WEN et al., 2007), ligadura parcial do nervo
ciatico (CLARK et al., 2007), injuria da medula espinal (HAINS & WAXMAN, 2006) e
incisdo cirurgica (WEN et al., 2009). Além disso, o tratamento com inibidores da p38
atenua o comportamento nociceptivo em diferentes modelos de dor persistente,
como diversos modelos de dor neuropatica (JIN et al., 2003; MILLIGAN et al., 2003;
SCHAFERS et al., 2003; TSUDA et al., 2004; HAINS & WAXMAN, 2006) e de dor
pos operatoria (WEN et al., 2009). A p38 parece contribuir no processo de
sensibilizagao através do aumento da expressao de diversos mediadores, como IL-
18 (JI & SUTER, 2007), iINOS (SUNG et al., 2005), COX-2 e PGE; (SVENSSON et
al., 2003), possivelmente por ativagao de fatores de transcrigao.

Como vimos acima, as MAPKs exercem seus efeitos sobre a sensibilizagao

nociceptiva em parte por ativar fatores de transcri¢do. Estudos tém demonstrado que
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as MAPKs ativam o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFxB), que regula a
transcricdo e sintese de diversas proteinas envolvidas na dor e inflamagao
(GOEBELER et al., 2001; TAMURA et al., 1998). O NFxB funcionalmente ativo é um
heterodimero constituido de subunidades da familia Rel (Rel A ou p65, p50, p52, c-
Rel, v-Rel e Rel B). Quando inativo, o NFkB encontra-se no citoplasma ligado a uma
proteina inibitéria, o kB, que impede a translocagao para o nucleo (GHOSH et al.,
1998). Varias isoformas de |kB foram caracterizadas, sendo a mais abundante e
estudada a IkBa. Diferentes estimulos causam a rapida fosforilagdo do IkB,
principalmente pela acado do IkB quinase (IKK), liberando o NFkB. A dissociacdo do
complexo IkB/ NFxB permite o transporte do NKkB para o nucleo celular onde induz,
apos sua ligagdo com o elemento kB, a estimulagéo ou inibicdo de diversos genes,
incluindo os genes envolvidos na sensibilizagdo e na dor (BAEUERLE &
BALTIMORE, 1996).

O interesse crescente pelo estudo do NFkB provém da enorme quantidade
de genes e processos celulares por ele regulados, tais como desenvolvimento,
plasticidade, transmissdo sinaptica, morte e defesa celular. Ha substanciais
evidéncias de que a ativacdo persistente de NFkB tem papel essencial na
manutengdo da dor inflamatéria. Entre os genes regulados por este fator podemos
citar varios envolvidos com dor e inflamacéo: proteinoquinases, 6xido nitrico sintase,
ciclooxigenase, citocinas, moléculas de ades&o, moléculas dos complexos de
histocompatibilidade, proteinas de fase-aguda, dinorfina, entre outros (BARNES &
ADCOCK, 1997; O'NEILL & KALTSCHMIDT, 1997). A observagdo de que o
aumento na expressao de NFkB na medula espinal lombar ocorre paralelamente a
hiperalgesia inflamatdria periférica em ratos reforga esta idéia (CHAN et al., 2000). A

partir da observagédo de que glicocorticéides medeiam, pelo menos em parte, seus
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efeitos anti-inflamatdrios pela inibicao de NFkB (AUPHAN et al., 1995), o qual esta
envolvido na inflamagéao crénica, este fator tem emergido como um interessante alvo
farmacologico para controle da inflamacao e da dor (D’ACQUISTO et al., 2002). De
fato, a via NFkB ja foi identificada como alvo para a agdo analgésica e anti-
inflamatdria de agentes como aspirina e salicilatos (YIN et al., 1998; ROSSI et al.,
2000; CRONSTEIN et al., 1999). Varios relatos recentes demonstraram, com a
utilizacdo de diferentes procedimentos experimentais, que o bloqueio especifico da
via NFxB resulta em efeito benéfico em varias patologias inflamatdrias e inibidores
de NFkB tém sido usados com sucesso no controle clinico da inflamag&o aguda e
cronica (CUZZOCREA et al.,, 2002). Além do efeito antiinflamatorio, o efeito
antinociceptivo da inibigdo de NFkB foi também demonstrado. Tegeder et al. (2004)
demonstraram que injegdes intraperitoneais do inibidor de IKB quinase, que reduz a
translocacao e ativagao de NFkB, reduz a hipernocicepg¢ao inflamatoria induzida pela
injecdo intraplantar de zimosan em ratos. O tratamento intratecal com diferentes
inibidores de NFkB, reduz a hipernocicepc¢ao térmica e mecanica induzida pela
administracao intratecal de dinorfina em camundongos (LAUGHLIN et al., 2000) ou
intraplantar de CFA em ratos (LEE et al., 2004). O envolvimento do NFkB na dor
neuropatica, outra modalidade de dor crénica, também foi descrito. Ma & Bisby
(1998) observaram que a ativagcdo de NFkB esta aumentada em GRD de ratos apés
a ligadura do nervo ciatico. Em concordancia com essa observagao, inje¢des
endoneuriais de um inibidor da via NFKB na regido lesionada do nervo ciatico por
constrigdo cronica reduz a hiperalgesia (SAKAUE et al, 2001). Em adicdo, a
regulacdo da sintese de citocinas pelo NFkB reforga seu envolvimento na dor
crbnica, uma vez que a sensibilizacdo dos nociceptores pelos mediadores

inflamatdrios finais € secundaria a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias
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(FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1991), e que citocinas participam também da
fisiopatologia da neuropatia (MA & BISBY, 1998; SAKAUE et al, 2001). Em conjunto,
esses dados apontam importante contribuicdo do NFkB para a manutencao da dor
persistente. Entretanto, a real contribuicdo desse fator de transcricdo nos eventos
que determinam a transicao da dor aguda para os estados de dor cronica, nao foi
ainda determinada.

O tratamento mais eficiente da dor crbnica requer maior compreensao dos
eventos que levam a cronificagdo. A atividade nociceptiva intensa ou repetida induz
alteracbes funcionais duradouras nas vias nociceptivas que podem determinar a
evolugdo de episddios de dor aguda para quadros de dor crénica (WOOLF &
SALTER, 2000). Nesse contexto, a dor decorrente de eventos como incisdes
cirargicas e processos inflamatorios, inicialmente de facil controle farmacolégico,
requer grande atencdo uma vez que pode evoluir para estados de dor cronica
resistente aos tratamentos convencionais. Nessa categoria se encaixam as dores
pos-operatorias e musculares, que representam tipos prevalentes de dores crénicas

na clinica e cujos mecanismos fisiopatologicos sao pouco compreendidos.

2.3 Dor muscular

A dor de origem muscular € um sintoma com alta prevaléncia, atingindo uma
importante parcela da populagdo economicamente ativa, tornando-se assim um
problema econ6mico, além de social e de saude publica. Diante disso, a IASP
langou em outubro de 2009 o Ano Mundial Contra a Dor Muscular. Esta campanha
representou um importante passo para o estudo cientifico da dor muscular, ja que

objetivou gerar uma maior consciéncia entre os pesquisadores de saude, os lideres
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governamentais e o0 publico em geral sobre a dor muscular e seu impacto
substancial sobre os pacientes em todo o mundo (GEBHART, 2009).

Uma caracteristica dos diversos tipos de dor muscular € a presenca da
sensibilidade muscular (MENSE et al., 1993). O desenvolvimento da sensibilidade
muscular decorre da sensibilizagdo dos nociceptores musculares (HOHEISEL et al.,
2005), por mediadores inflamatérios enddégenos, como bradicinina, serotonina,
histamina e prostaglandinas (MENSE et al., 1996). Uma vez sensibilizados, os
nociceptores passam a exibir aumento da atividade espontanea, diminuicdo do limiar
de ativacdo e aumento da responsividade a estimulagdo nociva (DUBNER &
BENNETT, 1983). Estas modificagdes melhoram o desempenho das vias
nociceptivas aumentando a sensibilidade para estimulos nocivos (hiperalgesia) e
permitem que estimulos indcuos passem a ser interpretados como dolorosos
(alodinia). As alteragbes funcionais podem persistir mesmo apoés a finalizagdo da
lesdo ou estimulo nocivo, caracterizando estados de dor crénica. De fato,
clinicamente é observado que pacientes com mialgia (dor muscular) apresentam um
aumento da sensibilidade a palpacdo e ao movimento muscular, indicativo de
reducdo do limiar nociceptivo mecanico, sendo, portanto um critério utilizado para o
diagnostico de certas sindromes de dor muscular, incluindo fibromialgia e sindrome
de dor miofacial (LAUTENBACHER et al., 1994).

Estudos recentes demonstraram que as fibras musculares sdo capazes de
produzir varias citocinas inflamatorias, como IL-1p3, IL-6, IL-8, e IL-15, em resposta a
lesdo muscular resultante de intensas contragdes musculares apos a realizagdo do
exercicio fisico, atividade intimamente relacionada com o desenvolvimento da dor
muscular (STEENSBERG et al., 2000; ROSENDAL et al., 2005; PEDERSEN et al.,

2007; GERDLE et al., 2008). Além disso, altos niveis de citocinas inflamatorias foram
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observados em muitas condicbes musculares dolorosas, incluindo miopatia
inflamatdria (LEPIDI et al., 1998; LUNDBERG, 2000) e fibromialgia (MAES et al.,
1999; WALLACE et al.,, 2001). Em funcdo desses achados clinicos, diversos
trabalhos realizados em roedores buscaram demonstrar o envolvimento de citocinas
pro-inflamatorias na nocicepgdo muscular (SCHAFERS et al., 2003; LORAM et al.,
2007; DINA et al., 2008; MANJAVACHI et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que injecdo intramuscular de estimulos
inflamatorios inespecificos, como por exemplo a carragenina (cg), induz
hipernocicepgao muscular pela liberagao de citocinas pro-inflamatérias (LORAM et
al., 2007; ONO et al., 2007). De fato, a participacéo de citocinas pré-inflamatérias na
hipernocicepgao muscular foi comprovada pelo fato de que injecéo intramuscular de
citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-6, sdo capazes de diminuir o limiar
nociceptivo dos animais (BEYREUTHER et al., 2007; DINA et al; 2008;
MANJAVACHI et al., 2010). Corroborando esses dados, recentemente Manjavachi
et al. (2010) relataram que a injecdo intramuscular de IL-6 induz hipernocicepgéo
muscular pela ativagdo de células residentes e aumento de migragéo de neutrdfilos,
com consequente liberacao de TNF-a, IL-1B e IL-8.

Atualmente, acredita-se que as citocinas pro-inflamatérias sao responsaveis
pela liberagcao e produgao dos mediadores finais, PGs e aminas simpaticas. O TNF-
a, induz a produgao de IL-6 e IL-1B, que estimulam a formac¢ao de produtos da COX
através da inducédo enzimatica da COX-2, resultando principalmente na produg¢ao de

PGEZ. O TNF-a também é capaz de induzir a liberacdo de quimiocinas como IL-8 em

humanos, que estimulam a liberagdo/produgdo das aminas simpaticas (FERREIRA
et al.,, 1988; CUNHA et al.,, 1991,1992; LORENZETTI et al., 2002; POOLE et al.,

1999). Esse achado também foi demonstrado em modelo de dor muscular
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inflamatoéria por Manjavachi et al. (2010), que observaram uma redug¢do da
hipernocicepcéo inflamatéria muscular apds tratamento com inibidores de COX ou
agente bloqueador simpaticomimético, reforgcando assim a hipotese de que as PGs e
as aminas simpaticas exercem efeito importante na sensibilizacdo de nociceptores
durante a dor muscular.

Com relagao as vias de sinalizagao intracelulares, poucos estudos abordando
dor muscular estdo disponiveis. Recentemente, a participacdo das MAPKs na
hipernocicepgao muscular foi sugerida. Manjavachi et al. (2010) demonstraram com
o uso de inibidores seletivos que a cascata de MAPK dependente de Ras esta
envolvida na hipernocicep¢cao muscular induzida por IL-6, entretanto esses dados
nao foram reforcados em novos estudos. Tendo em vista a necessidade de
fortalecer o conhecimento sobre os mecanismos de dor muscular, nossa proposta foi
investigar a participacdo de MAPKs e NFkB na génese da hipernocicepgao muscular

aguda e cronica.

2.4 Dor pés-operatoéria

A dor pés-operatoria resultante de injurias cirurgicas representa um problema
clinico significante. Acredita-se que 30-40% dos pacientes submetidos a
toracotomia, cirurgia de revascularizagdo do miocardio, corre¢gdo de hérnia inguinal,
cesariana, amputagcbes de membros, de mama e vesicula biliar ou cirurgias de
pulm&o sofrem de dor moderada a grave durante o periodo pos-operatorio, apesar
do uso de diversos medicamentos disponiveis (PERKINS & KEHLE, 2000).
Normalmente, os pacientes relatam dor em repouso, sendo esta exacerbada por

tosse, deambulagéo e estimulo mecanico (MOINICHE et al., 1997). Recentemente,
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foi feito uma correlagdo que revela que a intensidade da dor aguda pds-operatéria
prediz o aparecimento de dor crénica (PERKINS & KEHLE, 2000), complicando
frequentemente o processo de recuperacédo apos a cirurgia (PAVLIN et al., 2002),
prolongando a hospitalizagado e predispondo a uma maior morbidade e mortalidade
apos a cirurgia (BRENNAN et al, 1996). Portanto, otimizar o controle da dor pos-
operatdria torna-se importante.

A fisiopatologia da dor pds-operatéria ainda € mal compreendida. Estudos
revelam que diferentes mecanismos fisiopatoldgicos estdo envolvidos na dor
causada por inflamacao, lesdo de nervos ou pela incisao, explicando porque muitas
estratégias terapéuticas sado eficazes somente contra algumas formas de dor
persistente (ZAHN et al., 2002). Assim, com a finalidade de compreender melhor a
fisiopatologia da dor pés-operatéria, foi desenvolvido um modelo experimental de dor
pos-operatoria, que consiste de uma incisdo na regido plantar da pata de ratos
(BRENNAN et al., 1996), que foi posteriormente adaptado para camundongos, ja
que camundongos transgénicos s&o instrumentos poderosos para a pesquisa
experimental (POGATZKI & RAJA, 2003). Esse modelo experimental é caracterizado
por aumento da sensibilidade mecéanica apds incisdo cirurgica com duragao de
varios dias e é correspondente a dor pds-operatéria em humanos. Varios estudos
utilizando este modelo de dor pods-operatoria tém sugerido que o aumento de
sensibilidade mecanica depois da incisdo possui caracteristicas unicas, que diferem
de outros modelos patoldgicos de dor (HONORE et al, 2006; POGATZKI & RAJA,
2003; ZAHN & BRENNAN, 1998).

Estudos experimentais e clinicos demonstram que na dor pdés-operatéria
ocorre o aumento da sensibilidade mecanica, o qual envolve os fenbmenos de

hiperalgesia primaria e secundaria, sugerindo envolvimento de sensibilizagao
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periférica e central (RICHMOND et al., 1993; TVERSKOY et al., 1994; BRENNAN et
al., 1996; STUBHAUG et al., 1997). A sensibilizagdo periférica conduz aos
fendbmenos de alodinia, onde estimulos in6cuos passam a ser interpretados como
dolorosos, e hiperalgesia primaria, aumento da sensibilidade para estimulos
nociceptivos no local da lesao, provocando aumento na resposta ao estimulo térmico
€ mecanico na area da incisdo. Ela envolve as fibras aferentes primarias e é
caracterizada pela reducdo do limiar de ativacdo dos nociceptores, aumento da
magnitude da resposta para estimulos supralimiares e aumento da atividade
espontanea (DUBNER & BENNETT, 1983; BRENNAN et al, 2005). Essas altera¢oes
na sensibilidade dos nociceptores ocasionadas pela lesdo tecidual associada ao
procedimento cirurgico podem levar a sensibilizagao central, que pode ser definida
como um aumento da excitabilidade de neurbnios da medula espinal, o qual
contribui para o aparecimento do fenbmeno de hiperalgesia secundaria, aumento da
sensibilidade para estimulos dolorosos gerados em locais adjacentes a leséo, e
pode contribuir para severidade da dor pos-operatéria (ZAHN et al., 2002;
BRENNAN et al, 2005). Por ser a sensibilizagao central, um importante agravante da
dor poés-operatoria, alguns pesquisadores e clinicos propdem que o bloqueio da
transmissao do estimulo nocivo na medula espinal antes da leséo tecidual reduziria
a dor pés-operatoria de forma mais efetiva do que o bloqueio apds a lesdo (ZAHN et
al., 2002), por reduzir a sensibilizagdo. Entretanto, a identificacdo do melhor
tratamento pré-operatério permanece indefinido, porque os mecanismos especificos
que conduzem a maior sensibilidade a dor (alodinia e hiperalgesia) no pds-
operatdrio ainda s&o incertos.

Os nociceptores das fibras Ad e C sdo sensibilizados pela injuria tecidual

decorrente da incisdo e desempenham um importante papel na manutencio da
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hiperalgesia apds a incisao cirurgica (POGATZKI et al., 2002). Em diversos modelos
de dor, as PGs, mediadores produzidos pela acdo da enzima COX sobre o acido
araquidénico (FERREIRA & VANE, 1967), tém sido consideradas responsaveis pela
sensibilizagdo dos nociceptores (FERREIRA, 1972; FERREIRA et al., 1978, 1990;
NAKAMURA & LICO, 1986; NAKAMURA & FERREIRA, 1987). De fato, parece que
as PGs participam da sensibilizagdo dos nociceptores pods-incisdo, ja que o
tratamento com inibidores da COX atenuam a dor pdés-operatéria (KOKKI, 2003;
ROMSING & MOINICHE, 2004; CHEN et al., 2004; GAJRAJ & JOSHI, 2005).
Entretanto, ndo ha um consenso na literatura sobre qual isoforma de COX participa
da dor pds-operatoria (YAMAMOTO & SAKASHITA, 1999; YAMAMOTO et al., 2000;
KROIN et al., 2002; ZHU et al., 2003;KAMERMAN et al., 2007).

Durante a inflamagéao, as PGs se ligam a receptores especificos e estimulam
uma via intracelular promovendo a fosforilacdo, e consequente ativacdo de canais
para sédio resistentes a tetrodotoxina (TTX-R), alterando a excitabilidade neuronal
(GOLD, 1999). Os canais TTX-R, Nav 1.8 e Nav 1.9, s&o expressos essencialmente
em neurdbnios sensoriais (KHASAR et al., 1998), e em condi¢des fisiologicas
participam da geracao do potencial de agcdo (JEFTINIJA, 1994). Apos estimulos
nociceptivos intensos ou repetidos, os canais TTX-R tornam-se mais ativos
produzindo hiperexcitabilidade celular e contribuindo para a hipernocicepgao
(TANAKA et al., 1998; LAl et al., 2002). Uma maior expressao dos canais para sodio
TTX-R tem sido vista em paciente com hiperalgesia crénica (COWARD et al., 2000,
2001; YIANGOU et al., 2000). Ma et al. (2008) verificaram que o tratamento com
celecoxib, inibidor seletivo da COX-2, reduz a dor pos-operatoria por diminuicdo da
densidade da corrente ibnica dos canais para sodio TTX-R em neurdnios do GRD.

Esses resultados confirmam que as PGs modulam a atividade dos canais TTX-R e
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indicam que esses canais sao importantes para a manutencdo da dor poés-
operatdria. Por outro lado, analisando a contribuicdo do canal de sédio Nav 1.8 na
dor poés-operatoria, Joshi et al. (2006) observaram que o tratamento dos animais
com oligodeoxinucleotideo antisense (ODN-AS) para Nav 1.8 n&o reduziu a
hipernocicepcéo. Assim, provavelmente outro canal de sédio TTX-R, Nav 1.9, deve
contribuir para a inducédo e a manutengao da dor pés-operatéria.

Recentemente, tem sido demonstrado que as citocinas pro-inflamatérias séo
responsaveis pela liberagdo de prostaglandinas. Atualmente, acredita-se que TNF-q,
induz a producao de IL-6 e IL-1B, que estimulam a formag¢ao de produtos da COX
através da inducdo enzimatica da COX-2, resultando principalmente na produgao de

PGE2 (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1991,1992; POOLE et al., 1999;

LORENZETTI et al., 2002).

No local da ferida cirurgica, observa-se o0 aumento de citocinas inflamatorias,
como IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-8, CCL3, em decorréncia da lesao tecidual resultante da
incisdo (BUVANENDRAN et al., 2006; LORAM et al., 2007). Esses mediadores tém
importante papel na cura da ferida cirurgica, no combate a infecgdo, mas por outro
lado parecem contribuir para a dor pés-operatéria (LORAM et al.,, 2007),
provavelmente por induzir a expressdo de PGs (FERREIRA et al., 1988, 1993;
CUNHA et al., 1991,1992; POOLE et al, 1999; LORENZETTI et al., 2002).
Entretanto, o papel dessas citocinas pro-inflamatorias no desenvolvimento e
manutencao da dor pds-operatdria ainda é pobremente compreendido.

Apesar das evidéncias sobre a contribuicdo de mediadores inflamatorios para
a dor poés-operatéria, muito pouco se sabe sobre as vias de sinalizagdo
intracelulares envolvidas na sensibilizacdo nociceptiva durante esses quadros de

dor. Assim, nossa proposta € investigar possiveis mecanismos moleculares
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envolvidos no processo de sensibilizagdo da dor pdés-operatéria, visando melhor
compreensao de sua fisiopatologia e identificar alvos farmacoldgicos que favoregcam
o desenvolvimento de farmacos mais eficazes para o seu controle.

Sabendo que diferentes vias de sinalizagao intracelular contribuem para os
distintos estados de dor e tendo em vista que a fisiopatologia da dor difere entre
tecidos acometidos e cronicidade, este trabalho tem como objetivo avaliar a
participacdo das MAPKs e do fator de transcricido NFkB na geragcdo e manutengao
dos quadros da dor inflamatéria muscular e da dor pds-operatéria. A melhor
compreensao dos aspectos fisiopatoldgicos podera prover a base para o
delineamento de tratamentos mais efetivos para essas condi¢cdes, assim como para
a identificacdo de alvos farmacoldgicos que favoregam o desenvolvimento de novos

farmacos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as vias de sinalizagao intracelulares envolvidas em modelos

experimentais de dor persistente.

3.2 Objetivos especificos

v

Caracterizar o perfil dose e tempo resposta da hipernocicepgao
mecanica desencadeada pela injecdo de adjuvante completo de
Freund no musculo gastrocnémio de camundongos.

Investigar a participagdo da cascata de sinalizagao intracelular das
MAPKs (p38, ERK e JNK) em modelo de dor muscular inflamatéria.
Investigar a participagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NFkB) em modelo de dor muscular inflamatoria.

Investigar a participagdo da cascata de sinalizagdo intracelular das
MAPKs (p38, ERK e JNK) em modelo de dor pds-operatoria.

Investigar a participagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NFkB) em modelo de dor pés-operatéria.

Investigar o efeito da inibicdo do NFkB sobre a produgao das citocinas
inflamatorias (TNF-a e IL-1B), e da prostaglandinas E; no modelo de
dor pés-operatoria.

Investigar a participagdo de canais para sédio Nav 1.8 e Nav 1.9 em

neurdnios aferentes primarios no modelo de dor poés-operatoria.
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v Investigar o efeito da inibicdo do NFkB sobre a expressdo de canais
para soédio Nav 1.8 e Nav 1.9 em neurbnios aferentes primarios no

modelo de dor pds-operatoria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados utilizando-se de camundongos Swiss
machos (22 a 28 g), provenientes do biotério central do Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz (CPgGM). Os camundongos permaneceram cerca de dois dias no biotério de
experimentagdo do Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, sob condicbes de temperatura (22-24°C) e
umidade (55-60%) controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a
ragao e agua, antes de serem submetidos aos ensaios bioldgicos.

Todos os procedimentos para manejo, uso e acondicionamento dos
camundongos estao de acordo com as recomendacgdes da IASP para estudo da dor
em animais de experimentagao (ZIMMERMANN, 1983) e foram aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CPqGM, sob protocolos 026/2009
e 011/2011. O numero de animais e a intensidade dos estimulos foram os minimos

necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos.

4.2 Modelo de dor p6s- operatoéria

O procedimento para incisdo plantar foi adaptado de Pogatzki & Raja (2003).
Os camundongos foram anestesiados inicialmente numa cémara de anestesia
contendo uma mistura de 3% de oxigénio e 2% de isofluorano. Apds a perda do
reflexo de endireitamento, os camundongos foram posicionados em decubito dorsal

e a anestesia foi mantida com 1,5% de isofluorano aplicado com mascara inalatéria
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para camundongos. Depois da indu¢do da anestesia, foi realizada antissepsia com
iodo povidona a 10% na pele glabra da superficie plantar do membro posterior
direito do animal. Em seguida, foi realizada uma incisao longitudinal de 0,8 mm com
lamina de bisturi numero 11, abrangendo pele e fascia da regido plantar da pata
traseira direita. A incisdo foi iniciada a 2 mm da borda do calcanhar e estendida em
direcdo aos dedos. Posteriormente, o musculo plantar foi elevado, com uma pinca
curva, preservando a origem e a insergdo muscular. A pele do tecido plantar foi
reposicionada, pressionada delicadamente para promover hemostasia, seguido
imediatamente de sutura da pele com dois pontos com fio cirurgico 6-0 acoplado a
agulha 1,3 cm. O tempo total de duragdo da cirurgia foi de aproximadamente 3
minutos. Apds o0 procedimento cirdrgico, a anestesia foi interrompida e os
camundongos foram alojados em caixas para a recuperagao da anestesia. Os
grupos controle foram submetidos aos mesmos procedimentos, entretanto nao foi
realizada a incis&o.

O limiar nociceptivo foi avaliado pelo método up and down, conforme
previamente descrito por Chaplan (1994) em todos os grupos experimentais antes

(basal) e em diversos tempos apos a indugao do modelo.

4.3 Modelo de dor muscular inflamatoéria

Para inducdo do modelo de dor musculo-esquelética inflamatoéria, os
camundongos receberam uma unica injegdo de Adjuvante Completo de Freund
(CFA; 3, 10, 30 pL) ou salina (30 pyL) no musculo gastrocnémio direito. Todas as

injecoes foram realizadas em camundongos anestesiados com isofluorano 2%.
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O limiar nociceptivo foi avaliado pelo método up and down, conforme
previamente descrito por Chaplan (1994) em todos os grupos experimentais antes

(basal) e em diversos tempos apds a indugao do modelo.

4.4 Avaliagao do limiar nociceptivo

O limiar de resposta ao estimulo mecanico foi medido com filamentos de von
Frey, que consistem de segmentos de fio de nylon cuja rigidez a tensédo é
previamente determinada em gramas pelo fabricante (Stoelting, Chicago, EUA).
Foram utilizados sete filamentos correspondentes as seguintes forcas em gramas:
0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 0,6; 1; 1,4; 2 e 4, sendo o filamento de partida aquele
correspondente a 0,6 gramas. Os camundongos foram postos em caixas de acrilico
transparente, elevadas sobre um espelho, com fundo em tela de arame galvanizado
que permite acesso a superficie plantar da pata. Os camundongos permaneceram
nas caixas para adaptacéo por um periodo de trinta minutos. O método de leitura por
filamentos de von Frey foi feito conforme previamente descrito por Chaplan et al.
(1994). Esse método € denominado up and down, por considerar um total de seis
respostas consecutivas iniciando, apés o estimulo mecanico com o filamento, em
que o animal muda do comportamento nao responsivo (negativo), interpretado como
nao nociceptivo, ao comportamento responsivo (positivo), detectado pelo movimento
de retirada da pata ou flinch. A partir desta resposta negativa/positiva foram
registradas mais quatro respostas, respeitando-se sempre o principio de que uma
resposta positiva € sempre seguida por um estimulo (flamento) inferior, enquanto

que uma resposta negativa € sempre seguida por um estimulo (filamento) superior.
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Nessa técnica, cada filamento € utilizado por seis segundos e apenas quando o
animal esta ativo. Os testes nociceptivos foram realizados entre 08:00 e 17:00 h.

O resultado obtido considera o valor logaritmo da forga proporcionada pelo
ultimo filamento (X¢), o valor obtido de acordo com cada padrdo de respostas
positivas e negativas (k) e a média da diferenga entre os estimulos em unidades
logaritmicas (8), sendo expresso como 50% do limiar nociceptivo em gramas, ou
seja, a forca do filamento no qual o animal responde em 50% das apresentagdes,

conforme féormula a seguir:

(10[X1'+k5] )

50%gramasLimiar =
10.000

4.5 Quantificagao de citocinas pré-inflamatérias: TNF-a e IL-18

As concentragdes de TNF-a e IL-1B foram determinadas por ensaio imuno-
enzimatico (ELISA), conforme previamente descrito (DE LIMA et al., 2011). Para
isso, 2, 4, 24, 48 horas apds a indugcdo do modelo de dor pds-operatoria, os
camundongos foram profundamente anestesiados e o tecido plantar foi removido.
Em seguida, o tecido foi homogeneizado em 500 yL de tampdo PBS contendo
0,05% de Tween 20, 0,1 mM de fluoreto de fenitilmetilsulfonil (PMSF), 0,1 mM
cloreto de benzetbnio, 10 mM acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 0,01 mg/ml
de aprotinina A, e centrifugado a 3000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e estocado para posterior analise (-70 °C). Os niveis teciduais de TNF-a e
IL-1B8 foram quantificados utilizando-se de kits de ELISA (R&D System, Minneapolis,

MN, EUA), seguindo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, as placas de
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microtitulacdo foram recobertas e incubadas com os respectivos anticorpos de
captura diluidos em PBS durante 15-18h a 4°C. Apds esse periodo de incubacao, as
placas foram lavadas com PBS + 0,1% Tween 20 e bloqueadas durante 1h a
temperatura ambiente com BSA 1%. Em seguida, as placas foram lavadas e
incubadas por um periodo de 12h a 4°C com as amostras e suas respectivas curvas
padrao.

Posteriormente, as placas foram lavadas e incubadas com o respectivo
anticorpo de deteccgao por 1h a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e 50
pL de avidina-HRP foi adicionado a cada poco, sendo incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas e adicionados 50 uL do
substrato dihidrocloreto 1,2 feninelodiamina diluido em tampao fosfato contendo
0,4ug/mL de H>0O2 30%. Apds 15 minutos, a reagao foi interrompida pela adicao de
H>SO4 1M. A leitura foi realizada em espectofotdmetro ajustado para o comprimento
de onda de 490 nm. Como controle, as concentracbes dessas citocinas foram

determinadas em camundongos ndo manipulados (naive).

4.6 Determinagao da producao de prostaglandina E;

As amostras dos tecidos plantares foram coletadas 4h apoés a incisédo em 0,5
mL de tampdo contendo inibidores de enzima e inibidor da cicloxigenase
(indometacina). Depois de homogeneizar as amostras com auxilio do Polytron, estas
foram centrifugadas (20 min, 2000 g, 4 °C), e o sobrenadante foi analisado por radio

imunoensaio para determinar a concentragado de PGE, (WALLACE et al., 1988).

4.7 Procedimento para retirada dos ganglios das raizes dorsais
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Os camundongos foram anestesiados (Tiopental sédico, 50 mg/Kg, i.p.) para
retirada dos GRD (L4, L5). Apds anestesia, foram colocados em mesa cirurgica
prépria e realizado tricotomia da regido dorso-lombar seguido de assepsia e anti-
sepsia da regiao com iodo povidona. Foi feita incisdo postero-mediana, seguida de
abertura por planos até a lamina dssea e feita laminectomia para expor e visualizar a
medula espinal e os GRDs na sua emergéncia. Depois de retirados, os GRDs foram
imediatamente congelados em gelo seco e posteriormente processados, para

analise de PCR em tempo real.

4.8 Extracao de RNA e analise de PCR em Tempo Real

Materiais plasticos e solucdes livres de RNAse foram usados em todo o
procedimento. Os GRDs foram homogeneizados em 1mL de reagente Trizol (Gibco -
BRL Life Technologies, Grand Island, N.Y.) e a extracdo do RNA total foi realizada
de acordo com as orientagdes do fabricante e a concentracao foi determinada por
medic&o fotométrica utilizando o aparelho NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Em
seguida 1 mg do RNA total foi transcrito por acdo da enzima transcriptase reversa
utilizando-se do kit High Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems). O
cDNA assim obtido foi usado para analise da expressao quantitativa dos genes TNF-
a (Mm 00443258 _m1), IL-18 (Mm 00434228_m1), COX-2 (Mm 01307329_m1), Nav
1.8 (Mm 00501467_m1) e Nav 1.9 (Mm 00449377 _m1 ) em reagdes de PCR em
Tempo Real. A reacéo de amplificacdo de qRT-PCR contendo 20 ng da amostra de
cDNA, 5,0 yL Tagman Master Mix (Applied Biosystems) foram adicionadas as
sondas de hidrolise Tagman (Applied Biosystems) acima indicadas em quantidade

suficiente para completar o volume final de 10 pL. Todas as reacdes foram
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realizadas em duplicata no Sistema de Deteccdo ABI7500 Sequence (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) sob condi¢des do padrdo de ciclagem térmica.
Os valores médios de Ct (Cycle threshold) foram usados para calcular a expressao
do gene estudado, com normalizacdo ao controle interno (GAPDH - Mm
9999915 g1) usando a formula 2—-DCt. Amostras com coeficiente de variagado maior
que 5% foram excluidas. Um controle sem amostra (NTC) e outro sem a enzima
para transcricdo reversa (No-RT) também foram incluidos. Devido as pequenas
dimensdes dos GRDs os estudos foram feitos em pools de ganglios coletados de 4

camundongos.

4.9. Protocolos Experimentais

4.9.1 Indugcdo do modelo de dor muscular inflamatéria: Os camundongos
receberam injegcbes de CFA no musculo gastrocnémio direito, em volumes de 3, 10 e
30 pL. O limiar nociceptivo foi avaliado antes (basal), 2, 4 e 6 horas apds a injegéo
de CFA, e em seguida a cada 24h até o retorno do limiar nociceptivo aos valores
basais. Como controle o0s camundongos receberam solugdo salina 0,9%

intramuscular (i.m.).

CFA
(3-30uL/musculo)

Basal 0h 2h 4h 6h 1 vez ao dia

S —
~

Avaliacao do limiar nociceptivo
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4.9.2 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, no
modelo de dor muscular inflamatéria: Os camundongos foram pré-tratados (1
hora antes da administragcdo de CFA) com injegdes intraperitoneais (i.p.) do inibidor
do NFkB (PDTC; 11, 33 e 100 mg/kg; 200 ul em salina 0,9%). O grupo controle
recebeu 200 uL de solugao salina 0,9% i.p. O limiar nociceptivo foi avaliado antes

(basal), 2, 4, 6, 24 e 48 horas ap6s a injecao de CFA.

CFA
(30uL/i.m.)
60 min
I I I I
Basal PDTC Oh 2,4,6,24e48h

Avaliacao do limiar nociceptivo

4.9.3 Avaliagdao do efeito do pré-tratamento com o inibidor da MAPK p38,
SB203580, no modelo de dor muscular inflamatéria: Os camundongos foram pré-
tratados (30 minutos antes da administragdo de CFA) com injegdes i.p. do inibidor da
MAPK p38 (SB203580; 2,5, 5 e 10 mg/kg; 200 uL em salina 0,9% + 2,5% de DMSO).
O grupo controle recebeu 200 uL de solugado salina 0,9% + 2,5% de DMSO por via

i.p. O limiar nociceptivo foi avaliado antes (basal), 2, 4, 6, 24 e 48 horas apés a

injecao de CFA.
CFA
(30pL/i.m.)
30 min |
I I I I
Basal sB203580 Oh 2,4,6,24 48 h

Avaliacao do limiar nociceptivo
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4.9.4 Avaliagcao do efeito do pré-tratamento com o inibidor da MAPK JNK,
SP600125, no modelo de dor muscular inflamatéria: Os camundongos foram pré-
tratados (60 minutos antes da administragcdo de CFA) com inje¢des subcutaneas
(s.c.) do inibidor da MAPK JNK (SP600125; 3, 10 e 30 mg/kg; 200 uL em salina
0,9% + 2,5% de DMSO). O grupo controle recebeu 200 pL de solugéo salina 0,9% +
2,5% de DMSO por via s.c. O limiar nociceptivo foi avaliado antes (basal), 2, 4, 6, 24

e 48 horas apos a injegao de CFA.

CFA
(30pL/i.m.)
60 min |
I I I I
Basal sP600125 Oh 2,4,6,24 48 h

Avaliacao do limiar nociceptivo

4.9.5 Avaliagcao do efeito do pré-tratamento com o inibidor da MAPK ERK,
PD98059, no modelo de dor muscular inflamatéria: Os camundongos foram pré-
tratados (30 minutos antes da administracdo de CFA) com injegbes s.c. do inibidor
da MAPK ERK (PD98059; 0,3, 1 e 3 mg/kg; 200 uL em salina 0,9% + 2,5% de
DMSO). O grupo controle recebeu 200 pL de solugéo salina 0,9% + 2,5% de DMSO
por via s.c. O limiar nociceptivo foi avaliado antes (basal), 2, 4, 6, 24 e 48 horas apos

a injegao de CFA.

CFA
(30pL/i.m.)
30 min |
I I I I
Basal PD9g80os9 Oh 2,4,6,24 48 h

Avaliacao do limiar nociceptivo
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4.9.6 Avaliagdao do efeito do tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, no
modelo de dor muscular inflamatéria crénica: Os camundongos foram tratados
com injecgao intraperitoneal do inibidor do NFkB (PDTC; 100mg/kg; 200 uL em salina
0,9%), 15 dias apds a administragdo intramuscular de CFA. O grupo controle
recebeu 200 uL de solugéo salina 0,9% por via i.p. O limiar nociceptivo foi avaliado

antes do tratamento com PDTC (basal), 2, 4, 6, 24 e 48 horas apds a injegao do

PDTC.
PDTC
15 dias |
I I I I
CFA Basal Oh 2,4,6,24 e48h
(30pL/i.m.)

Avaliacao do limiar nociceptivo

4.9.7 Avaliagao do efeito do tratamento com o inibidor da MAPK p38,
SB203580, no modelo de dor muscular inflamatéria crénica: Os camundongos
foram tratados com injec&o i.p. do inibidor do MAPK p38 (SB203580;10mg/kg; 200
uL em salina 0,9% + 2,5% de DMSO), 15 dias apds a administragdo i.m. de CFA. O
grupo controle recebeu 200 pyL de solugdo salina 0,9% + 2,5% de DMSO por via
intraperitoneal. O limiar nociceptivo foi avaliado antes do tratamento com SB203580

(basal), 2, 4, 6, 24 e 48 horas apés a injegdao do SB203580.

SB203580

15 dias |
I I I |
Basal Oh 2,4,6,24 e48h
Avaliacao do limiar nociceptivo

CFA
(30pL/i.m.)
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4.9.8 Avaliagcao do efeito do tratamento com o inibidor da MAPK JNK,
SP600125, no modelo de dor muscular inflamatéria crénica: Os camundongos
foram tratados com injecao s.c. do inibidor do MAPK JNK (SP600125; 30mg/kg; 200
uL em salina 0,9% + 2,5% de DMSOQO), 15 dias ap6s a administracao i.m. de CFA. O
grupo controle recebeu 200 pL de solugéo salina 0,9% + 2,5% de DMSO por via s.c.
O limiar nociceptivo foi avaliado antes do tratamento com SP600125 (basal), 2, 4, 6,

24 e 48 horas apos a injecdo do SP600125.

SP600125

15 dias |
I I I |
CFA Basal Oh 2,4,6,24 e48h
(30pLsi.m.) Avaliacao do limiar nociceptivo

4.9.9 Avaliagao do efeito do tratamento com o inibidor da MAPK ERK, PD98059,
no modelo de dor muscular inflamatéria crénica: Os camundongos foram
tratados com injegao s.c. do inibidor do MAPK ERK (PD98059; 3mg/kg; 200 uL em
salina 0,9% + 2,5% de DMSOQO), 15 dias apos a administragao i.m. de CFA. O grupo
controle recebeu 200 pL de solugao salina 0,9% + 2,5% de DMSO por via s.c. O
limiar nociceptivo foi avaliado antes do tratamento com PD98059 (basal), 2, 4, 6, 24

e 48 horas apos a injegcao do PD98059.

PD98059

15 dias |
I I I |
CFA Basal Oh 2,4,6,24 e48h
(30pLsi.m.) Avaliacao do limiar nociceptivo
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4.9.10 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, no
modelo de dor pés-operatéria: Os camundongos foram pré-tratados (1 hora antes
do procedimento cirurgico) com injec¢ao i.p. do inibidor do NFkB (PDTC; 25, 50 e 100
mg/kg; 200 ul em solugéo salina 0,9%). O grupo controle recebeu 200 uL de solugéo
salina 0,9% por via i.p. O limiar nociceptivo foi avaliado antes do tratamento com

PDTC (basal), 2 h, 6 h,1, 2, 3, 4, 5 e 6 dias ap0s a incisao.

Incisao
lhora |

I I I |
Basal PDTC Oh 2h,6h,1,2,3,45 e 6 dias
Avaliacao do limiar nociceptivo

4.9.11 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, na
concentragcdao de citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-1B na pata de
camundongos no modelo de dor pés-operatéria: Os camundongos foram pré-
tratados (1 hora antes do procedimento cirurgico) com inje¢ao i.p. do inibidor do
NFkB (PDTC; 25, 50 e 100 mg/kg; 200 ul em solugao salina 0,9%). O grupo controle
recebeu 200 puL de solugédo salina 0,9% por via i.p. Nos tempos de 2, 4, 24 e 48
horas apds a indugédo do modelo de dor pds-operatéria, os camundongos foram

anestesiados e o tecido plantar foi removido.

4.9.12 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, na
concentragao de prostaglandina E; na pata de camundongos no modelo de dor
poés-operatéria: Os camundongos foram pré-tratados (1 hora antes do

procedimento cirurgico) com injegdes i.p. do inibidor do NFkB (PDTC; 25, 50 e 100
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mg/kg; 200 ul em solugéo salina 0,9%). O grupo controle recebeu 200 uL de solugéo
salina 0,9% por via i.p. Quatro horas apos a inducdo do modelo de dor pés-

operatoria, os camundongos foram anestesiados e o tecido plantar foi removido.

4.9.13 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, na
expressao génica de citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-18 e da COX-2 no
GRD no modelo de dor pés-operatéria: Os camundongos foram pré-tratados (1
hora antes do procedimento cirurgico) com injeg&o i.p. do inibidor do NFkB (PDTC;
25, 50 e 100 mg/kg; 200 pl em solugao salina 0,9%). O grupo controle recebeu 200
uL de solucédo salina 0,9% por via i.p. Nos tempos de 4, 24 e 48 horas e 4 dias apés
a inducdo do modelo de dor pds-operatéria, os camundongos foram anestesiados e

0s GRDs L4 e L5 foram removidos.

4.9.14 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB, PDTC, na
expressao de canais para sédio TTX-R Nav1.8 e Nav.1.9 no GRD no modelo de
dor poés-operatéria: Os camundongos foram pré-tratados (1 hora antes do
procedimento cirurgico) com injegao i.p. do inibidor do NFkB (PDTC; 25, 50 e 100
mg/kg; 200 pul em solugdo salina 0,9%). O grupo controle recebeu 200 uL de solug&o
salina 0,9% por via i.p. Nos tempos de 4, 24 e 48 horas e 4 dias apds a indugao do
modelo de dor pds-operatoria, os camundongos foram anestesiados e os GRDs L4 e

L5 foram removidos.

4.9.15 Avaliagao do efeito do pré-tratamento com os inibidores das MAPKs no
modelo de dor pés-operatéria: Os camundongos foram pré-tratados com

inibidores das MAPKSs: inibidor da MAPK p38 (SB203580; 10mg/kg, i.p.), ou inibidor
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da MAPK JNK (SP600125; 30mg/kg, s.c.) ou inibidor da MAPK ERK (PD98059;
3mg/kg, s.c.). No grupo controle os camundongos receberam solugéo salina 0,9% +
2,5% de DMSO. O limiar nociceptivo foi avaliado antes (basal), 2 h,6 h,1,2,3,4,5¢€

6 dias ap6s a incisao.

30 min ou

Incisao
| 1 hora I |
Basal $B203580 ou Oh  2nh,6h,1,2,3,4,5¢ 6 dias
SP600125 Avaliacao do limiar nociceptivo
ou PD98059

4.10 Drogas e diluentes

CFA (Adjuvante completo de Freund) — Sigma Chemical (St Louis, Mo, USA).

e DMSO (dimetilsulféxido)- LGC Biotecnologia (Sao Paulo, Brasil).

e |odo Povidona a 10% - Rioquimica (S&o Paulo, Brasil).

e Isoflurano - Cristalia (Sdo Paulo, Brasil).

e PDTC (Pirrolidina ditiocarbamato; inibidor do NFkB) — Sigma Chemical (St
Louis, Mo, USA).

e PD98059 (inibidor da ERK MAPK) — Tocris Bioscience (Bristol, UK).

e SB203580 (inibidor da p38 MAPK) — Tocris Bioscience (Bristol, UK).

e SB600125 (inibidor da JNK MAPK) — Tocris Bioscience (Bristol, UK).

e Tiopental sodico - Cristalia (S&o Paulo, Brasil).

4.11 Analise Estatistica
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Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.)
de 5-6 animais por grupo. A analise das curvas obtidas foi feita por meio de analise
de variancia ANOVA TWO-WAY seguido do Teste Bonferroni para as comparagdes
multiplas. Ja a analise dos resultados da dosagem de citocinas TNF-a e IL-13 e
prostagladinas E», como também os resultados de PCR foram realizados pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn. O nivel de significancia foi de

p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Modelo de dor muscular de origem inflamatéria

5.1.1 Efeito da administragao intramuscular do CFA sobre o limiar nociceptivo

mecanico de camundongos.

O primeiro experimento realizado teve como objetivo estabelecer o padrao
comportamental de hipernocicep¢cao no modelo de dor muscular inflamatéria
induzida pelo CFA. A injegcado intramuscular do CFA (3, 10, 30 pL) induziu
hipernocicepcdo mecanica de modo dose-dependente, caracterizada pela reducao
do limiar de retirada da pata apds a estimulagdo mecanica com filamentos de von
Frey. As doses de 10 yL e 30 pL do CFA apresentaram diferengas significante em
relacdo ao grupo controle (p<0,01; p<0,001, respectivamente) em relagdo a dose de
3 uL de CFA (p<0,01; p<0,001, respectivamente), na 4% h apdés a administragao,
sendo que essa diferenga persistiu por pelo menos 15 dias (p<0,05). Também foi
observada diferenca significante entre as doses de 10 e 30 pL de CFA (p<0,05).
Como a dose de 30 pyL do CFA foi capaz de induzir efeitos consistentes com menor

variagéo, esta dose foi escolhida para os experimentos seguintes.
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Figura 1: Efeito da administragado intramuscular do CFA sobre o limiar nociceptivo mecéanico
de camundongos.

Curva dose-tempo resposta da hipernocicepgao mecanica induzida por injegéo intramuscular do CFA
(3, 10 e 30pL). Como controle os camundongos receberam solugdo salina intramuscular (grupo
Salina). (A) Horas apds injecdo do CFA ou salina (B) Dias apos a injegdo do CFA ou salina. Os
resultados estdo expressos como média £ EPM de 5-7 camundongos. * significativamente diferente
dos grupos salina e CFA 3 pL; + significativamente diferente do grupo CFA 10 pL. ANOVA two-way
seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni; p<0,05.



58

5.1.2 Efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB na hipernocicepg¢ao

muscular aguda induzida pelo CFA

Para verificar o envolvimento do NFkB, o efeito do inibidor farmacolégico de
NFkB (PDTC) sobre a hipernocicep¢gao muscular aguda induzida pelo CFA foi
avaliado.

O pré-tratamento com o PDTC nas doses de 33 e 100 mg/kg inibiu
significantemente e de modo dose-dependente a hipernocicepgdo muscular aguda
induzida pelo CFA, na 4?2 (p<0,05; p<0,001, respectivamente), 62 (p<0,01; p<0,001,
respectivamente) e 24? (p<0,01; p<0,001, respectivamente) h apds a administragédo
do estimulo. O PDTC nao alterou o limiar nociceptivo mecanico quando administrado
em camundongos nao tratados com o CFA. Os dados sugerem que o NFkB esta

envolvido na hipernocicepgao muscular aguda induzida pelo CFA.



59

10.0+
. -8 salina
% & veiculo + CFA
g 7.5+ » - NF«BI 11mg/kg + CFA
= ~ NF«BI 33mg/kg + CFA
° -8~ NF«BI 100mg/kg + CFA
'S 5.0- *#
8 *
E
3
2.5-
24 36 48

Figura 2: Efeito do pré-tratamento com o inibidor de NFkB na hipernocicepg¢ao muscular aguda
induzida pelo CFA

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor de NFkB PDTC (NFkBI; 11-100 mg/kg/i.p.) ou
com veiculo (salina, 200 pL; grupo veiculo+CFA) 1 hora antes da inje¢ao intramuscular com CFA (30
pL). Como controle negativo, os camundongos receberam solugéo salina intramuscular (30 pL, grupo
salina). O comportamento nociceptivo foi avaliado antes e até 48 hs apds a injegéo intramuscular Os
resultados estao expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. * significativamente diferente
em relacdo ao grupo salina; # significativamente diferente em relagdo ao grupo veiculo+CFA. ANOVA

two-way seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni; p<0,05.
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5.1.3 Efeito do pré-tratamento com o inibidor da p38 na hipernocicepgao
muscular aguda induzida pelo CFA.

Para verificar o envolvimento da MAPK p38, o efeito do inibidor de p38
(SB203580), sobre a hipernocicepgdo muscular aguda induzida pelo CFA foi
avaliado.

O pré-tratamento com SB203580 nas doses de 5 e 10 mg/kg inibiu
significantemente a hipernocicep¢gdo muscular aguda induzida pelo CFA, na 42
(p<0,001), 62 (p<0,001) e 24 (p<0,05) horas apos a administragdo do estimulo.
SB203580 na dose de 2,5 mg/kg também revelou-se capaz de inibir a
hipernocicepgdo mecanica muscular na 42 e 62 h apds a injecdo do CFA (p<0,05).
SB203580 ndo alterou o limiar nociceptivo mecanico, quando administrado em
camundongos nao tratados com o CFA. Os dados sugerem que a MAPK p38 esta

envolvida na hipernocicepgado muscular aguda induzida pelo CFA.
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Figura 3: Efeito do pré-tratamento com o inibidor da p38 na hipernocicepgdo muscular aguda
induzida pelo CFA

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor da p38 SB203580 (p38I; 2,5-10 mg/kg/i.p.) ou
com veiculo (salina + 2,5% de DMSO, 200 pL; grupo veiculo+CFA) 30 minutos antes da injegéo
intramuscular com CFA (30 yL). Como controle negativo, os camundongos receberam solugao salina
intramuscular (30 uL; grupo salina). O comportamento nociceptivo foi avaliado antes e até 48hs apds
a injegao intramuscular. Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. *
significativamente diferente em relagado ao grupo salina; # significativamente diferente em relagéo ao

grupo veiculo+CFA. ANOVA two-way seguido do teste de comparag¢des multiplas Bonferroni; p<0,05.
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5.1.4 Efeito do pré-tratamento com o inibidor da JNK na hipernocicepg¢ao
muscular aguda induzida pelo CFA.

Para verificar o envolvimento da MAPK JNK, o efeito do inibidor farmacolégico
da JNK (SP600125) sobre a hipernocicepgao muscular aguda induzida pelo CFA foi
avaliado.

O pré-tratamento com SP600125 na dose de 30 mg/kg inibiu
significantemente a hipernocicep¢gdo muscular aguda induzida pelo CFA, na 42
(p<0,01), 6% (p<0,001) e 24 (p<0,001) horas apdés a administragdo do estimulo.
SP600125 na dose de 10 mg/kg também inibiu a hipernocicep¢édo mecénica
muscular aguda na 62 h apds a injegdo de CFA (p<0,05). Entretanto, a dose de 3
mg/kg n&o foi capaz de alterar a hipernocicep¢gdo muscular mecanica induzida pelo
CFA. SP600125 nao alterou o limiar nociceptivo mecanico quando administrado em
camundongos nao tratados com CFA. Os dados sugerem que a MAPK JNK esta

envolvida na hipernocicepg¢ao muscular aguda induzida pelo CFA.
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Figura 4: Efeito do pré-tratamento com o inibidor da JNK na hipernocicep¢ao muscular aguda
induzida pelo CFA

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor da JNK SP600125 (JNKI; 3-30 mg/kg/s.c.) ou
com veiculo (salina + 2,5% de DMSO, 200 pL; grupo veiculo+CFA) 60 minutos antes da injecao
intramuscular com CFA (30 yL). Como controle negativo, os camundongos receberam solugao salina
intramuscular (30 pL). O comportamento nociceptivo foi avaliado antes e até 48hs apds a injegcéo
intramuscular. Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. *
significativamente diferente em relagdo ao grupo salina e # significativamente diferente em relagdo ao

grupo veiculo+CFA. ANOVA two-way seguido do teste de comparagées multiplas Bonferroni; p<0,05.
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5.1.5 Efeito do pré-tratamento com o inibidor da ERK na hipernocicepg¢ao

muscular aguda induzida pelo CFA

Para verificar o envolvimento da MAPK ERK, o efeito do inibidor
farmacolégico da ERK (PD98059) sobre a hipernocicepgdo muscular aguda induzida
pelo CFA foi avaliado.

O pré-tratamento com PD98059 na dose de 3 mg/kg inibiu significantemente
a hipernocicep¢do muscular aguda induzida por CFA, na 4% e 6% h apods a
administragcao do estimulo (p<0,001). Entretanto, as doses de 0,3 e 1 mg/kg néo
alteraram a hipernocicep¢ao muscular induzida pelo CFA. PD98059 nao alterou o
limiar nociceptivo mecanico quando administrado em camundongos nao tratados
com o CFA. Os dados sugerem que a MAPK ERK estd envolvida na

hipernocicepgao muscular aguda induzida pelo CFA.
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Figura 5: Efeito do pré-tratamento com o inibidor da ERK na hipernocicep¢do muscular aguda
induzida pelo CFA

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor de ERK PD98059 (ERKI; 0,3-3 mg/kg/i.p.) ou com
veiculo (salina + 2,5% de DMSO, 200 pL; grupo veiculo+CFA) 30 minutos antes da injegao
intramuscular com CFA (30 yL). Como controle negativo, os camundongos receberam solugao salina
intramuscular (30 yL). O comportamento nociceptivo foi avaliado antes e até 48hs apos injegéo
intramuscular. Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. *
significativamente diferente em relagao ao grupo salina; # significativamente diferente em relagédo ao

grupo veiculo+CFA. ANOVA two-way seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni; p<0,05.
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5.1.6 Efeito do tratamento com o inibidor do NFkB na hipernocicepgao

muscular crénica induzida pelo CFA.

Para verificar a participacdo do NFkB na hipernocicepgao muscular crbnica
induzida pelo CFA, o efeito do inibidor do NFkB (PDTC), sobre a manutencao da
hipernocicepcdo muscular foi avaliado 15 dias apds a inducdo do modelo. O
tratamento com 100 mg/kg de PDTC, dose que produziu maxima inibicdo da
hipernocicepg¢ao aguda, nao foi capaz de inibir a hipernocicep¢cdo muscular cronica
induzida pelo CFA. Os dados sugerem que o fator de transcricdo NFkB n&o esta

envolvido na manutencao da hipernocicep¢ao muscular cronica induzida pelo CFA.



67

12-
_ 8- salina

% 104 -2 CFA + veiculo

S & & & CFA+ NFBI 100mgkg
= 8-

"é N . % *

8 o W 3

3

£ 4

E

0 2 4 6 24 36 4
Tempo (h)

Figura 6: Efeito do tratamento com o inibidor do NFkB na hipernocicepcdao muscular crénica
induzida por CFA

Os camundongos foram tratados com o inibidor do NFkB PDTC (NFkBI; 100 mg/kg/i.p.) ou com o
veiculo (salina, 200 uL; grupo veiculo+CFA) 15 dias apds a injegéo intramuscular de CFA (30 pL).
Como controle negativo, os camundongos receberam solugdo salina intramuscular (30 uL; grupo
salina). O comportamento nociceptivo foi avaliado antes e até 48hs apds a inje¢ao do PDTC. Os
resultados estao expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. * significativamente diferente

em relagéo ao grupo salina. ANOVA two-way seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni;

p<0,05.
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5.1.7 Efeito do tratamento com os inibidores de MAPKs na hipernocicepg¢ao

muscular crénica induzida pelo CFA.

Para verificar o papel das MAPKs na hipernocicep¢gao muscular crénica
induzida pelo CFA, os camundongos foram tratados com os inibidores da p38
(SB203580; 10 mg/kg, i.p.), da JNK (SP600125; 30 mg/kg, s.c.) ou da ERK
(PD98059; 3 mg/kg, s.c.), nas doses que produziram maxima inibicdo da
hipernocicepg¢ao aguda, 15 dias apds a administragéao intramuscular do CFA (30 uL).
A inibicdo farmacolégica da p38 (Fig.7A), da JNK (Fig.7B) ou da ERK (Fig.7C) nao
foi capaz de reduzir a hipernocicepcdo muscular crbnica induzida pelo CFA. Os
dados sugerem que as MAPKs n&o participam da manutencao da hipernocicepgao

muscular cronica induzida pelo CFA.
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Figura 7: Efeito do tratamento com os inibidores das MAPKs na hipernocicep¢iao muscular
cronica induzida pelo CFA. Os camundongos foram tratados com o inibidor seletivo da p38
(SB203580, 10 mg/kg, i.p., painel A), da JNK (SP600125, 30 mg/kg, s.c., painel B), da ERK

(PD98059, 3 mg/kg/i.p., painel C), ou com o veiculo (salina + 2,5% de DMSO, 200uL; grupo
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CFA+veiculo) 15 dias apés a injecéo intramuscular com o CFA (30 pL). Como controle negativo, os
camundongos receberam solugdo salina intramuscular (30 pL; grupo salina). O limiar nociceptivo foi
avaliado antes e até 48hs apds a administragédo dos inibidores. Os resultados estdo expressos como
média £+ EPM de 5-7 camundongos. * significativamente diferente em relagdo ao grupo salina.

ANOVA two-way seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni; p<0,05.
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5.2 Modelo de dor pos-operatéria

5.2.1 Efeito do inibidor do NFkB no modelo de dor pés-operatoria em

camundongos.

Para verificar a participacdo do NFkB no modelo de dor pdés-operatéria, o
efeito do inibidor farmacolégico do NFkB (PDTC) sobre a hipernocicepgao pos-
operatdria foi avaliado.

O pré-tratamento com o PDTC na dose de 100 mg/kg preveniu
significantemente a hipernocicepgédo pds-operatéria, 2 h (p<0,05), 6 h (p<0,05) , 1
dia (p<0,01), 2 dias (p<0,001), 3 dias (p<0,001) e 4 dias (p<0,05) apds a inducdo do
modelo. O grupo que recebeu a dose de 50 mg/kg apresentou diferenga significante
em relagdo ao controle, até 3 dias apods a indugdo do modelo (p<0,05). Os dados
sugerem que o NFkB esta envolvido na indugéo da hipernocicepgéo pos-operatoria.
Como a dose de 100 mg/kg do PDTC apresentou maior efeito antinociceptivo, esta

dose foi escolhida para os experimentos seguintes.
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Figura 8: Efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB no modelo de dor p6s-operatéria.

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor do NFkB PDTC (NFkBI; 25-100 mg/kg/i.p.) ou
com o veiculo (salina, 200 pL; grupo salina) 1 hora antes da incisdo plantar (tempo zero). O
comportamento nociceptivo foi avaliado antes e apds a incisdo nos tempos indicados na figura em
horas (h) ou dias (d). Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. *
significativamente diferente em relagao ao grupo salina; # significativamente diferente em relagéo ao
grupo NFkBI 25 mg/kg. ANOVA two-way seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni;

p<0,05.
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5.2.2 Efeito do inibidor do NFkB sobre a producao local de citocinas proé-

inflamatorias TNF-a e IL-1B no modelo de dor pés-operatoéria.

Para investigar se a reducado do limiar nociceptivo mediado pelo NFkB no
modelo de dor pds-operatdria decorre da produgao e liberagao local de citocinas pro-
inflamatdrias, amostras de tecido plantar de camundongos tratados ou ndo com o
inibidor de NFkB, PDTC, foram coletadas 2 horas apds a incisdo plantar para
quantificacédo de citocinas.

Observamos um aumento significante das citocinas TNF-a e IL-13, 2 horas
apos a incisdo plantar comparado ao grupo controle (naive) (p<0,05). O pré-
tratamento com o PDTC na dose de 100 mg/kg inibiu significantemente a produgao
de TNF-a (p<0,05), mas nao alterou a producgéao de IL-1p3 no tecido plantar. Esses
dados indicam uma possivel participagdo do TNF-a na hipernocicepcdo pos-

operatéria.
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Figura 9: Efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB na producao local de citocinas no
modelo de dor pés-operatéria.

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor do NFkB PDTC (NFkBI; 100 mg/kg/i.p.) ou com o
veiculo (salina, 200 pL; grupo salina) 1 h antes da incisdo plantar. O grupo controle (naive) foi
submetido aos mesmos procedimentos, entretanto nao foi realizada a incisdo. As amostras de tecido
plantar foram coletadas 2h apds a incisdo para quantificagdo das citocinas TNF-a (A) e IL-1B (B) por
ELISA. Os resultados estdo expressos como média £+ EPM de 5-7 camundongos. * significativamente
diferente em relagdo ao grupo naive; # significativamente diferente em relagdo ao grupo salina. As

diferencgas estatisticas foram determinadas por Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; p<0,05.
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5.2.3 Efeito do inibidor do NFkB sobre a producao local da PGE; no modelo de

dor poés-operatoria.

Para investigar se a reducado do limiar nociceptivo mediada pelo NFkB no
modelo de dor pds-operatoria, decorre da produgdao e liberacdo local de
prostaglandina E, (PGE;), amostras de tecido plantar de camundongos tratados ou
nao com o inibidor do NFkB, PDTC, foram coletadas 2 horas apds a incisdo plantar
para quantificacdo da PGE..

Observamos um aumento significante da PGE; 2 horas apés a incisédo plantar
comparado ao grupo controle (naive) (p<0,05). O pré-tratamento com o PDTC na
dose de 100 mg/kg inibiu significantemente a producédo da PGE; (p<0,05), sugerindo

uma possivel participagao desse prostandide no modelo de dor pds-operatoria.
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB na produgido local da
prostaglandina E; no modelo de dor pés-operatoéria.

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor do NFkB PDTC (NFkBI; 100 mg/kg/i.p.) ou com o
veiculo (salina, 200pL; grupo salina) 1 h antes da incisdo plantar. O grupo controle (naive) foi
submetido aos mesmos procedimentos, entretanto n&o foi realizada a incisdo. As amostras de tecido
plantar foram coletadas 4h apés a incisdo para quantificacdo da prostaglandina E,. Os resultados
estdo expressos como média + EPM de 5-7 camundongos. * significativamente diferente em relagao
ao grupo naive; # significativamente diferente em relagao ao grupo salina. As diferengas estatisticas

foram determinadas por Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; p<0,05.
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5.2.4 Efeito do inibidor do NFkB sobre a expressao génica do TNF-a e da COX-

2 no GRD de camundongos no modelo de dor pés-operatéria.

O proximo passo foi verificar se a reducao do limiar nociceptivo mediada pelo
NFkB no modelo de dor pds-operatéria, esta associada a alteragdes transcricionais
no ganglio da raiz dorsal. Foram avaliados importantes mediadores envolvidos na
dor e na sensibilizagao nociceptiva, como o TNF-a, a IL-1B e a COX-2. Os ganglios
das raizes dorsais (GRD L-4 e L-5) foram coletados em diversos tempos (4h, 24h,
48h e 4d) apds a incisao plantar, de camundongos tratados com o inibidor do NFkB
(PDTC100 mg/kg; i.p.), ou salina para andlise da expressdo génica por PCR em
tempo Real.

Observamos uma tendéncia de aumento da expressao génica do TNF-a (24
horas), IL-1 3 (4 horas) e COX-2 (24 horas e 4 dias) no GRD apds a incisao plantar,
entretanto, esse aumento foi estatisticamente significante apenas para o TNF-a
(p<0,05). No tempo de 24 h apds a incisdo, ocorreu uma inibicdo significante da
expressédo génica do TNF-a e da COX-2 (p<0,05) no GDR de camundongos pré-
tratados com o PTDC. Os resultados sugerem a participagdo de TNF-a e COX-2 na
hipernocicepcéo pos-operatoria, e ainda que o efeito antinociceptivo da inibigcdo de

NFkB pode decorrer da reducéo da sintese do TNF-a e da COX-2.
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB sobre a expressdao de RNAm da IL-

1B, TNF-a e PGE; nos ganglios das raizes dorsais (GRD) em modelo de dor pés-operatoria.
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Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor do NFkB PDTC (NFkBI; 100 mg/kg/i.p.) ou com o
veiculo (salina, 200uL; grupo salina) 1 h antes da incisdo plantar. O grupo controle (naive) foi
submetido aos mesmos procedimentos, entretanto ndo foi realizada a incisdao. Os GRDs L4 e L5
foram coletados 4h, 24h, 48h e 4 dias ap6s a incisdo para quantificacdo do TNF-a (painel A), IL-1B
(painel B) e PGE, (painel C) por PCR em Tempo Real. Os resultados estdo expressos como média +
EPM de 3 pools de GRD . * significativamente diferente em relacdo ao grupo salina; #
significativamente diferente em relagéo ao grupo naive. As diferencas estatisticas foram determinadas

por Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; p<0,05.
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5.2.5 Efeito do inibidor do NFkB sobre a expressao génica de canais para soédio

Nav 1.8 e Nav 1.9 no GRD de camundongos em modelo de dor pés-operatoéria.

A seguir, o envolvimento de canais para sédio TTXR Nav 1.8 e Nav 1.9 com a
hipernocicepcao pds-operatdria foi avaliado. Em adigao, verificamos se a redugao do
limiar nociceptivo mediada pelo NFKB no modelo de dor pds-operatoria, esta
associada com alteragdes na expressao desses canais no ganglio da raiz do dorsal.

Os ganglios das raizes dorsais (GRD L-4 e L-5) foram coletados em diversos
tempos (4h, 24h, 48h e 4d) apds a incisao plantar, de camundongos tratados com o
inibidor do NFkB, PDTC (100 mg/kg; i.p.) ou salina para analise da expressao dos
canais para soédio Nav 1.8 e Nav 1.9 por PCR em tempo Real. Observamos um
aumento significante da expressao génica dos canais para sodio Nav 1.8 e Nav 1.9,
48 horas apos incisdo plantar comparado ao grupo naive (sem incisao) (p<0,05).
Além disso, o pré-tratamento com PDTC (100 mg/kg, i.p.) foi capaz de diminuir
significantemente o aumento da expressdo génica desses canais induzido pela

incisédo (p<0,05).
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Figura 12: Efeito do pré-tratamento com o inibidor do NFkB na expressdo génica de canais
para sédio Nav1.8 e Nav 1.9 nos ganglios das raizes dorsais (GRD) em modelo de dor pés-
operatoria.

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor do NFkB PDTC (NFkBI; 100 mg/kg/i.p.) ou com o
veiculo (salina, 200pL; grupo salina) 1 h antes da incisdo plantar. O grupo controle (naive) foi

submetido aos mesmos procedimentos, entretanto nao foi realizada a incisdo. Os GRD L4 e L5



82

foram coletadas 4h, 24h, 48h e 4 dias apods a incisdo para analise da expressdo do RNAm dos canais
para sédio Nav 1.8 e Nav 1.9 por PCR em Tempo Real. Os resultados estdo expressos como média +
EPM de 4 pools de GRD. # significativamente diferente em relagdo ao grupo naive; *
significativamente diferente em relagdo ao grupo salina. As diferengas estatisticas foram

determinadas por Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; p<0,05.
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5.2.6 Efeito do tratamento com os inibidores das MAPKs no modelo de dor

pos-operatéria.

Como esta bem estabelecido que MAPKs ativam diversos fatores de
transcricdo, entre eles o NFkB, o proximo passo foi investigar a participagado das
MAPKs no modelo de dor pds-operatéria.

Os camundongos foram pré-tratados com os inibidores seletivos da p38
(SB203580; 10mg/kg), da JNK (SP600125; 30mg/kg) e da ERK (PD98059; 3 mg/kg),
em doses que, no presente estudo, apresentaram efeito inibitério maximo no
modelo de dor muscular.

Nem o pré-tratamento com o inibidor da JNK, nem tampouco com o inibidor
da ERK foi capaz de inibir a hipernocicepcao pdés-operatéria. Entretanto, o pré-
tratamento com o inibidor da p38 aumentou significantemente o limiar nociceptivo no
modelo de dor pés-operatéria (p<0,05). Nenhum dos inibidores alterou per si o limiar
nociceptivo mecanico. Os dados sugerem que a p38 € a unica MAPK que participa

da inducdo da hipernocicepgao em modelo de dor pds-operatoria.
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Figura 13: Efeito do tratamento com os inibidores de MAPKs no modelo de dor pds-operatoria.

Os camundongos foram pré-tratados com os inibidores seletivos das MAPKs p38 SB203580 (p38l,
10mg/kg, i.p., painel A), de JNK SP600125 (JNKI, 30mg/kg, s.c.; painel B), de ERK MAPK PD98059
(ERKI, 3mg/kg/s.c.; painel C), ou com o veiculo (salina + 2,5% de DMSO, 200uL; grupo salina) antes

da incisdo plantar. O comportamento nociceptivo foi avaliado antes e apds a incisdo nos tempos
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indicados na figura em horas (h) ou dias (d). Os resultados estdo expressos como média £+ EPM de 5-
7 camundongos. * significativamente diferente em relagdo ao grupo salina. ANOVA one-way seguido

do teste de comparagdes multiplas Bonferroni; p<0,05.
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5.2.7 Curva de dose-resposta da MAPK p38 no modelo de dor pos-operatoria.

Para melhor caracterizar o efeito do inibidor da p38 (SB20358) no modelo de dor pés
operatdria, uma curva de dose-resposta para esse inibidor foi realizada. O pré-
tratamento com SB203580 na dose de 10 mg/kg produziu efeito antinociceptivo no
modelo de dor pés-operatéria (p<0,05). O tratamento com inibidor da p38 nao

alterou per si o limiar nociceptivo mecanico.

salina

p38l 2,5 mg/Kg
p38l 5 mg/Kg
p38l 10 mg/Kg

Limiar de retirada (g)

L) L)
NS I
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Figura 14: Curva de dose-resposta do inibidor da p38 no modelo de dor pés-operatéria.

Os camundongos foram pré-tratados com o inibidor da p38 SB203580 (p38I; 2,5-10mg/kg/i.p.) ou com
veiculo (salina +2,5% de DMSO, 200uL; grupo salina) 30 minutos antes da incisdo plantar. O
comportamento nociceptivo foi avaliado antes e apds a incisdo nos tempos indicados na figura em
horas (h) ou dias (d).Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-7 camundongos.
*significativamente diferente em relagdo aos demais grupos. ANOVA one-way seguido do teste de

comparagdes multiplas Bonferroni; p<0,05.
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6 Discussao

6.1 Envolvimento das MAPKs e NFkB na dor muscular experimental

A injuria tecidual do sistema musculo-esquelético desencadeia a dor
muscular, que € um sintoma frequente, para o qual a assisténcia médica € muito
solicitada, tornando-se assim um problema econémico, além de social e de saude
publica. A relevancia deste problema motivou a IASP langar em outubro de 2009 o
Ano Mundial Contra a Dor Muscular. Entretanto, apesar dos crescentes estudos, os
mecanismos que participam na iniciagao e perpetuagao deste tipo de dor ainda sao
pobremente compreendidos. No presente estudo avaliamos possiveis vias de
sinalizagao intracelular envolvidas nas fases aguda e crénica da dor muscular
experimental, visando contribuir para a compreensao da fisiopatologia da dor
muscular e apontar potenciais alvos farmacoldgicos para o seu controle.

Primeiramente, adaptamos para camundongos um modelo de dor muscular
induzido pela injegdo do CFA no musculo gastrocnémio, inicialmente descrito em
ratos (CHACUR et al.,2009). A injegdo i.m. do CFA produziu hipernocicepgao
mecéanica de modo dose-dependente, com o inicio na 4% h apdés o estimulo
persistindo durante os proximos 15 dias do periodo experimental. Esse modelo
experimental apresenta boa equivaléncia clinica, e tem se mostrado util para o
estudo da dor muscular (CHACUR et al., 2009). Isso pode ser justificado por duas
observacdes. Primeiro, porque a hipernocicepgao mecanica detectada neste modelo
simula o aumento da sensibilidade mecanica a palpacgao, indicativo de redug¢ao do
limiar nociceptivo mecénico, observado clinicamente em pacientes com sindromes

de dor muscular, incluindo fibromialgia e sindrome de dor miofacial
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(LAUTENBACHER et al.,, 1994). Segundo, porque sendo associado a redugao
persistente do limiar nociceptivo permite estudar os quadros de dor muscular aguda
e crbnica, e comparar os mecanismos envolvidos nesses diferentes estados de dor
de origem muscular. Esse aspecto é fundamental tendo em vista que, atualmente
um dos grandes desafios do conhecimento sobre dor € entender como episédios de
dor aguda evoluem para quadros de dor crénica, associados a alteragdes funcionais
duradouras nas vias nociceptivas.

Evidéncias recentes indicam que um importante fator de transcricdo envolvido
na patogénese da inflamacgao, plasticidade neuronal e sensibilizagdo nociceptiva é o
NFkB (MAKAROV, 2000). O interesse crescente pelo estudo do NFkB provém da
enorme quantidade de genes por ele regulados, envolvidos com dor e inflamagéo:
proteinoquinases, Oxido nitrico sintase, ciclooxigenase, citocinas, moléculas de
adesao, moléculas dos complexos de histocompatibilidade, proteinas de fase-aguda,
dinorfina, entre outros (BARNES & ADCOCK, 1997; O'NEILL & KALTSCHMIDT,
1997). Desta forma, a ativagcdo do NF«xB pode amplificar e perpetuar a resposta
inflamatdria, induzindo alteragcbes fenotipicas e de expressdo génica, que podem
contribuir para a sensibilizacdo e facilitacdo da transmissdo da dor. De fato, um
grande numero de estudos tem demonstrado que o NFkB €& importante para o
desenvolvimento da dor em modelos de dor neuropatica (TEGEDER et al., 2004;
SUN et al., 2006; MEUNIER et al., 2007; NIEDERBERGER et al., 2007; FU et al.,
2010) e dor inflamatéria (LAUGHLIN et al., 2000; SAKAUE et al., 2001; LEE et al.,
2004).

Diversos estudos tém demonstrado que o tratamento com o PDTC, inibidor do
NFkB, reduz a hipernocicepcao térmica e mecanica induzida em diversos modelos

de dor neuropatica (MEUNIER et al., 2007; NIEDERBERGER et al., 2007; FU et al.,
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2010) e dor inflamatéria (LAUGHLIN et al., 2000; LEE et al., 2004). O PDTC é um
inibidor do NF«B, altamente eficaz, que atua interrompendo a translocacao do NFkB
do citoplasma para o nucleo através do bloqueio da fosforilagdo do IkB (inibidor
natural do NFkB). Dessa forma, o PDTC impede que o NFkB se ligue em locais
especificos do DNA celular e induza transcricdo de genes relevantes para o
processo de sensibilizacdo (KARIN & DELHASE, 2000; TERGAONKAR, 2006). No
presente estudo, o PDTC foi capaz de bloquear a hipernocicep¢gao muscular aguda,
de modo dose-dependente, sugerindo assim a importancia do NFkB para o processo
de hipernocicepg¢ao muscular aguda. Por outro lado, nossos resultados sugerem que
o NFxB néo participa da hipernocicepgdo muscular crénica, ja que o tratamento com
PDTC nao foi capaz de bloquear a hipernocicepcdo mecanica induzida 15 dias apos
a inducédo do modelo. Apesar do NFkB nao participar da hipernocicep¢ao muscular
cronica, estudos demonstram o envolvimento do NFKB em outros modelos de dor
cronica (MA & BISBY, 1998; CHAN et al., 2000; SAKAUE et al, 2001; LEE et al.,
2004). Tem sido mostrado que o NFkB é ativado em modelos de dor persistente,
como o modelo de dor neuropatica (MA & BISBY, 1998) e modelo de dor
inflamatdria induzida pelo CFA (CHAN et al., 2000). Em concordancia com essa
observacao, foi visto que o tratamento com diferentes inibidores da via do NFkB
reduz a hipernocicepgao persistente térmica e mecanica em diversos modelos
experimentais (MA & BISBY, 1998; CHAN et al., 2000; LAUGHLIN et al., 2000;
SAKAUE et al, 2001; LEE et al., 2004). Esses dados reforcam a ideia de que
existem diferentes mecanismos fisiopatologicos da dor causada por inflamacéo,
lesdo de nervos ou pela incisdo e explica porque muitas estratégias terapéuticas sao

eficazes somente contra algumas formas de dor persistente.
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A fosforilagao das MAPKSs pode ativar diversos fatores de transcricdo, como o
NF«B, e regular a expressao de genes que contribuem para a indugao da dor aguda
e o estabelecimento da dor persistente. (TAMURA et al., 1998; GOEBELER et al.,
2001). As MAPKs s&o uma familia de moléculas sinalizadoras intracelulares,
composta por trés membros principais: p38, JNK e ERK. As MAPKs exercem papel
importante na transducdo de sinais intracelulares e desempenham um papel
fundamental na regulagdo da plasticidade neural e respostas inflamatorias (JI et al.,
2009). Nos ultimos anos, constatam-se inumeros estudos indicando a participagéo
das MAPKs na geragdo e manutencdo da dor em diferentes modelos experimentais
(KENNEY & KOCSIS, 1998; JI et al., 1999, 2002; SAMMONS et al., 2000; ALEY et
al., 2001; SVENSSON et al., 2003; OBATA et al., 2004; SWEITZER et al., 2004;
DOYA et al., 2005; MIZUSHIMA et al., 2005). Sabendo que diferentes vias de
sinalizagao intracelular contribuem para os distintos mecanismos fisiopatolégicos da
dor causada por inflamacgao, lesdo de nervos ou pela incis&o, tivemos como objetivo
investigar a contribuicdo das MAPKs (ERK, JNK e p38) nos quadros agudos e
cronicos de dor muscular.

Inicialmente investigamos a participagdao da MAPK p38 na hipernocicepgao
muscular aguda. A p38 representa um grupo de enzimas da familia MAPK que sao
fosforiladas e ativadas por uma variedade de estimulos quimicos e fisicos (OBATA
et al., 2000). Uma vez ativada, a p38 fosforila alvos citoplasmaticos e nucleares, que
regulam respostas como diferenciagao celular, apoptose e inflamacado (SHI &
GAESTEL, 2002). Evidéncias indicam que a ativagdo da p38 na medula espinal e no
ganglio da raiz dorsal contribui para o desenvolvimento e a manutengdo da dor em
diversos modelos experimentais, incluindo de injuria do nervo (KIM et al., 2002b; JIN

et al., 2003; TSUDA et al., 2004), inflamagao (KIM et al., 2002b; SVENSSON et al.,
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2003) e incisao (WEN et al., 2009). No presente estudo, observamos que a ativagao
de p38 participa da fase aguda da dor muscular experimental, j& que o bloqueio
farmacolégico da p38 preveniu de modo dose-tempo dependente a hipernocicepgao
muscular aguda. Corroborando nossos dados, recentemente, Manjavachi et al.
(2010) demonstraram que a MAPK p38 esta envolvida com a dor muscular induzida
por IL-6. Por outro lado, quando o tratamento foi administrado 15 dias apds a
indugao do modelo, e portanto durante o estado de manutencao da hipernocicepg¢ao
crénica, o inibidor de p38 nao foi capaz de inibir a hipernocicep¢ao mecanica.
Schafers et al. (2003), também verificaram que a hipernocicepgdao mecanica
induzida pela ligadura do nervo espinal ndo € atenuada pelo inibidor da p38, quando
administrado 7 dias apds a indugdo do modelo. Esses dados indicam que
provavelmente a p38 participa da inducdo da dor muscular, mas nido € importante na
manutencdo da dor crénica. No entanto, é possivel que a ativagdo da MAPK p38
contribua para outros estados de dor crénica.

Assim como a p38, a JNK tem sido associada a geragao e manutencéo da dor
em diversos modelos experimentais de dor inflamatodria e neuropatica (OBATA et al.,
2004; DOYA et al., 2005; ZHUANG et al., 2006; CAO et al., 2007). Estudos prévios
verificaram que o pré-tratamento com o inibidor da JNK (SP600125) aboliu a
hipernocicepgéo térmica induzida pelo CFA, fator de crescimento do nervo (DOYA et
al., 2005) e veneno de abelha (CAO et al., 2007). Entretanto, o SP600125 nao foi
capaz de reduzir a hipernocicepgdo mecanica induzida pelo veneno de abelha (CAO
et al., 2007). Ja no modelo de dor neuropatica induzida pela ligadura do nervo
espinal, a administracao de inibidores da JNK reduziu a hipernocicep¢ao mecanica
(ZHUANG et al., 2006). No presente trabalho demonstramos que o inibidor seletivo

de JNK (SP600125) foi capaz de prevenir a hipernocicepgdo muscular aguda,
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sugerindo assim a participagado da JNK na dor muscular experimental. Dessa forma,
o sistema de transdugao mediado pela JNK pode ou n&o estar envolvido na geragao
da hipernocicepcdo mecanica a depender do modelo experimental. Em adicéo, a
participacdo da JNK parece depender também da persisténcia da dor, pois o inibidor
da JNK nao foi capaz inibir a hipernocicepcdo muscular cronica, 15 dias apds sua
inducgao.

A ERK, outro membro da familia da MAPK, é ativada pela atividade neuronal
e estd envolvida na plasticidade neuronal, incluindo aprendizagem, meméria e
hipersensibilidade da dor (IMPEY et al.,, 1999; JI et al.,, 1999, 2002; ZHUANG et
al.,2005). Estudos prévios sugeriram um papel seletivo da ERK na sensibilizagédo
nociceptiva, ja que o pré-tratamento com inibidor seletivo da ERK (PD98059) reduz a
dor apenas na segunda fase do teste de formalina (JI et al., 1999; KARIM et al.,
2001). A inibicado da ativagdo da ERK também foi capaz de diminuir a resposta
hipernociceptiva induzida pela carragenina e pelo fator de crescimento do nervo
(SAMMONS et al., 2000). No presente trabalho, observamos que o inibidor da ERK
reduziu a hipernocicepgdo muscular aguda, mas ndo a crbnica. Além disso,
verificamos que o efeito antinociceptivo do inibidor da ERK na hipernocicepg¢ao
muscular aguda foi menos duradouro quando comparado aos efeitos dos inibidores
da p38 e da JNK. Esses resultados estdo de acordo com a observacdo de
Manjavachi et al. (2010), que verificaram uma rapida fosforilagdo da ERK no tecido
muscular em modelo de dor muscular induzido por IL-6, comparado com a
fosforilacdo da JNK e da p38. Em conjunto, esses dados indicam que a ativagédo de
MAPK contribui para a indugdo da hipernocicepgdo aguda em modelo de dor

muscular, mas n&o para a manuteng¢ao da hipernocicepg¢do muscular crénica.
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Resumindo, nossos resultados sugerem que as MAPKs (p38, JNK e ERK) e 0
NF«B contribuem para a instalacéo da hipernocicepcdo muscular aguda. E possivel
que as MAPKs ativem o NFkB, contribuindo, assim, para a instalagdo da
hipernocicepgdo muscular aguda, mas dados adicionais sd0 necessarios para
confirmar essa hipétese. Entretanto, nem as MAPKs nem o NFkB parecem participar
da hipernocicepgao muscular crénica. Este é o primeiro estudo que verificou a

contribui¢cdo do fator de transcrigdo NFkB na hipernocicep¢gado muscular.

6.2 Envolvimento das MAPKs e NFkB no modelo de dor pés-operatoria

Injurias cirdrgicas levam ao aparecimento da dor pdés-operatéria aguda,
caracterizada por hipersensibilidade mecanica. Normalmente, a dor pds-operatoria
aguda é de curta duragdo, entretanto, 10-50% dos pacientes evoluem para os
quadros de dor pos-operatoéria persistente, sendo 2-10% dos pacientes portadores
de dor crénica severa (KEHLET et al., 2006). As evidéncias atuais sugerem que a
dor aguda mal controlada é uma das causas da dor pds-operatéria crénica,
entretanto, os mecanismos fisiopatoldgicos da dor pds-operatéria ainda sdo pouco
compreendidos.

O NFkB ativado regula a transcricdo e sintese de diversas proteinas
envolvidas na imunidade, na inflamagdo e na dor (TAMURA et al., 1998;
GOEBELER et al., 2001). Como descrito anteriormente, diversas evidéncias indicam
a participacdo do NFkB no desenvolvimento da dor. Rinaldi et al. (2006) observaram
a ativacdo do NFkB apds a injuria cirargica. No presente trabalho analisamos
parametros bioquimicos e comportamentais para investigar a possivel contribuicao

de NFkB na dor pds-operatoéria experimental.
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Demonstramos inicialmente que o pré-tratamento com o PDTC, inibidor do
NFkB, inibiu de modo consistente e duradouro a hipernocicepcao induzida pela
incisdo, sugerindo assim a participagdo do NFkB no desenvolvimento da dor pds-
operatdria experimental. Apds uma unica administracao, a atividade antinociceptiva
do PDTC foi significante por até quatro dias apds a indugéo, ou seja, durante todo o
periodo experimental. O efeito antinociceptivo apresentado pelo PDTC dificilmente é
obtido com a utilizagdo dos analgésicos atualmente disponiveis, e sugere que ele
atue prevenindo ou reduzindo eventos envolvidos na sensibilizacdo nociceptiva,
responsaveis pela persisténcia da dor.

A sensibilizagdo nociceptiva é resultante da liberagcdo de mediadores
quimicos por varios tipos celulares residentes e migratérios no local da leséo
tecidual. Do ponto de vista eletrofisiolégico, esta sensibilizagdo € caracterizada pela
diminuicdo do limiar de excitabilidade neuronal necessario para a produgao de
potenciais de acdo e pelo aumento na frequéncia de disparo em resposta a
estimulos supralimiares (RIEDEL & NEECK, 2001). Dentre os mediadores
responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores, podemos destacar os
metabdlitos da COX, as PGs. A habilidade das PGs em sensibilizar os nociceptores
foi demonstrada tanto por modelos experimentais como em humanos, utilizando-se
técnicas eletrofisioloégicas e/ou comportamentais (FERREIRA, 1972; FERREIRA et
al., 1978, 1990; NAKAMURA & LICO, 1986; NAKAMURA & FERREIRA, 1987).
Recentemente, tem sido demonstrado que as citocinas pro-inflamatérias sao
responsaveis pela liberagdo de prostaglandinas. Atualmente, acredita-se que TNF-q,
induz a producdo de IL-6 e IL-1B, que estimulam a formag¢do de produtos da COX
através da inducédo enzimatica da COX-2, resultando principalmente na produg¢ao de

PC—‘,-E2 (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1992; POOLE et al., 1999).
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Assim, para investigar a hipétese de que o efeito antinociceptivo apresentado
pelo PDTC decorre da reducdao de mediadores envolvidos na sensibilizacido
nociceptiva, responsaveis pela persisténcia da dor, passamos entdo a avaliar a
capacidade do PDTC em modular a produgao desses mediadores. No local da
ferida cirurgica, observa-se o aumento de mediadores inflamatérios, como IL-183,
TNF-a e PGE; sintetizados e liberados em decorréncia da lesdo tecidual resultante
da incisdo (BUVANENDRAN et al., 2006; LORAM et al., 2007). Sabendo que o
NFkB modula a expressao de diversos mediadores pro-inflamatérios, dentre eles o
TNF-q, IL-18 e PGE; (BARNES & KARIN, 1997; O’ NEILL & KALTSCHMIDT, 1997),
que contribuem para sensibilizagcdo dos nociceptores (CUNHA et al., 1991,1992,
2005; FERREIRA et al., 1988; POOLE et al., 1999), resolvemos investigar se o efeito
antinociceptivo do inibidor do NFkB decorre da redugdo da sintese desses
mediadores no local da incisdo. Observamos que o tratamento com PDTC reduziu a
expressédo de TNF-a e PGE,, mas ndo de IL-1[3, no local da incisdo. Nossos dados
sugerem que provavelmente TNF-a e PGE,, mas nao IL-183, liberados localmente
participam da hipernocicep¢ao mecanica induzida pela incisao plantar. De acordo
com essa idéia, Honore et al. (2006), utilizando camundongos “knock out” para IL-1a
e IL-1B verificaram que apesar de IL-13 ser importante para geragdo e manutengéo
da dor em diversos modelos de dor inflamatéria e neuropatica, ndo € importante
para o desenvolvimento e manutengao da dor pds-operatéria. Por outro lado, Wolf et
al. (2008) relataram que IL-1B participa da dor pds-operatéria em camundongos, ja
que o bloqueio dessa citocina inibiu o desenvolvimento da dor pos-operatoria. Esses
dados conflitantes podem ser atribuidos a diferengas genéticas entre as espécies

utilizadas, como também na técnica da incisao.
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Nossos resultados sugerem que a sensibilizagdo na dor pds-operatéria pode
decorrer da ativagdo do NFkB e sua modulagao sobre a produgcao de TNF-a, ja que
o PDTC produziu antinocicepg¢ao paralela a inibicdo da producao local de TNF-a.
Corroborando nossos dados, recentemente, Andrade et al. (2011) verificaram que o
aumento da dor pds-operatoria esta correlacionado a altos niveis de TNF-a e seu
receptor TNFR1 em pacientes com hérnia de disco lombar. Além disso, Sahbaie et al
(2009) observaram que animais “knock out” para substancia P apresentam redugao
da hipernocicegao térmica e mecanica em modelo de dor pds-incisional, e redugao
de TNF-a no local da incisdo. Sabendo que a substancia P é capaz de ativar NFkB
(LIEB et al., 1997), os dados de Sahbaied corroboram a nossa hipotese.

Além do papel do TNF-a, é provavel que a PGE,; também participe da
sensibilizagdo nociceptiva mediada pelo NFkB na dor pds-operatéria, uma vez que
uma reducdo da PGE; local acompanhou a antinocicep¢do do PDTC. Diversos
estudos tém relatado que as PGs participam da sensibilizacdo dos nociceptores pds-
incisdo, ja que o tratamento com inibidores ndo seletivos da COX, que inibem a
sintese de PGs, atenuam a dor pés-operatéria (KOKKI, 2003; CHEN et al., 2004;
ROMSING & MOINICHE, 2004; GAJRAJ & JOSHI, 2005). De fato, PGs e aminas
simpatomiméticas sensibilizam diretamente o nociceptor sendo, portanto,
consideradas mediadores hipernociceptivos finais (NAKAMURA & FERREIRA, 1987;
DUARTE et al.,, 1988), liberados secundariamente a liberagdo de citocinas
(FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1991). Entre essas citocinas, destaca-se o
TNF-a, que estimula a producdo de PGs e aminas simpaticas, contribuindo dessa
forma para a sensibilizacdo dos nociceptores (FERREIRA, 1972; FERREIRA et al.,
1978, 1990; NAKAMURA & LICO, 1986; NAKAMURA & FERREIRA, 1987; CUNHA

et al.,, 1992; CUNHA et al.,, 2005). Em conclusdo, de acordo com 0s NOSS0S
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resultados e os dados de literatura, podemos propor que a sensibilizagdo nociceptiva
periférica apds a incisdo plantar, envolve a ativacdo do fator de transcricao NFkB,
com consequente produgao de TNF-a e PGE,.

Estimulo nociceptivo intenso, mantido ou repetido esta associado com
alteracdes do perfil de expressado génica no neurénio aferente primario, contribuindo
para a hiperexcitabilidade neural que se manifesta clinicamente como hiperalgesia e
alodinia (SONG et al., 2003; CALCUTT & BACKONJA, 2007). O aumento da
producdo de mediadores inflamatérios no GRD, induzido por lesdo tecidual,
processo inflamatério ou injuria no nervo contribui para geracdo de atividade
ectopica de neurbnios sensoriais, envolvida na manutencédo da dor (HU &
MCLACHLAN, 2002; SONG et al., 2003; DETLOFF et al., 2008; JANCALEK et al.,
2010; HASEGAWA et al., 2010; VALLEJO et al., 2010). Em linha com essa idéia,
alguns estudos revelaram que a ativagdo de NFkB no GRD estd associada a
hipernocicepgdo em modelo de dor neuropatica (MA & BISBY, 1998; CHAN et al.,
2000;). Em adigéo, Sun et al.(2006) demonstraram que o tratamento com antisense
para subunidade p65 do NFkB diminui a hipernocicep¢ao neuropatica. Esses
trabalhos indicam que a ativagédo do NFkB no GRD ¢é importante para a geragéo e
manutencdo da dor neuropatica, entretanto, ndo ha dados que comprovem essa
hipotese na dor pds-operatéria. Assim, nosso proximo passo foi investigar se a
reducdo da hipernocicepcao decorrente do bloqueio da atividade do NFkB é
acompanhada pela redugao da producdo de mediadores hipernociceptivos no GRD
no modelo de dor pés-operatéria. O PDTC, em doses antinociceptivas, reduziu a
expressdo do RNAm do TNF-a e COX-2 no GRD apo6s a incis&o. Esses resultados
indicam que, a inibigado do NFkB diminui a hipernocicepcao pos-operatoria, em parte,

por limitar a producdo de mediadores proé-inflamatoérios associados a
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hiperexcitabilidade neuronal no GRD. O aumento da sensibilidade a estimulacao
mecanica € um importante achado clinico da dor pds-operatéria. A sensibilizacdo de
neurdnios do GRD como resultado da hiperexcitabilidade das fibras Ad e C podem
contribuir diretamente para o desenvolvimento da dor pés-operatéria (HAMALAINEN
et al., 2002; POGATZKI et al., 2002). Estudos tém demonstrado que os canais para
sédio estdo envolvidos na génese da hiperexcitabilidade neuronal, sendo
componentes importantes da geragdo e manutencao da dor (TANAKA et al., 1998;
LAI et al., 2002). Os canais para sédio resistentes a tetrodotoxina (TTX-R) Nav 1.8 e
Nav 1.9 possuem alto limiar de ativacao e sao expressos seletivamente nas fibras C
e Ad do GRD (STUCKY & LEWIN, 1999; WU & PAN, 2004), tornando-se
interessantes alvos para o controle da dor (MCCLESKEY & GOLD, 1999). De fato,
canais Nav 1.8 e Nav 1.9 contribuem para o desenvolvimento da dor inflamatéria e
neuropatica, ja que a deplegédo de genes Nav 1.8 ou Nav 1.9 ou ainda sua inibi¢ao
farmacoldgica reduz a hipernocicepgao em diversos modelos de dor inflamatéria
(AKOPIAN et al.,1999; PRIEST et al., 2005; AMAYA et al., 2006; JARVIS et al.,2007)
e dor neuropatica (LAI et al., 2002; ROZA et al., 2003; PRIEST et al., 2005; AMAYA
et al., 2006; JARVIS et al., 2007).

Varios estudos relataram que mediadores inflamatoérios, como a PGE,, podem
aumentar a expressao de RNAm de canais para sédio TTX-R e aumentar a corrente
iGbnica por esses canais no GRD (GOLD et al.,1996, 1999; ENGLAND et al.,1996;
KHASAR et al., 1998). A importancia desses canais na sensibilizagdo nociceptiva
induzida pela PGE; foi evidenciada com uso de camundongos “knock out” e “knock
down” (KHASAR et al., 1998; VILLARREAL, et al., 2005; AMAYA et al., 2006).
Recentemente, foi demonstrado que, em modelos de dor neuropatica, o TNF-a

aumenta a expressao de canais para sodio Nav 1.8 no GRD (HE et al., 2010) e
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amplifica a corrente ibnica por esses canais em neurénios do GRD (CHEN et al.,
2011), aumentando a excitabilidade neuronal, contribuindo dessa forma para a
manutencdo da dor neuropatica. Como verificamos um aumento de TNF-a e PGE;
no tecido plantar e no GRD apds a incisdo, investigamos a seguir se a incisao
cirurgica modula a expressao génica dos canais para sodio Nav 1.8 e Nav 1.9 no
GRD. Interessantemente, houve aumento significante de RNAm de canais Nav 1.8 e
Nav 1.9 48 horas apés a incisdo, indicando que esses canais podem contribuir para
a hiperexcitabilidade neuronal e sensibilizagdo nociceptiva na dor pés-operatéria.
Por outro lado, Joshi et al. (2006) observaram que o tratamento com
oligonucleotideos antisense para Nav 1.8 ndo reduziu a hipernocicepg¢ao induzida
pela incisdo plantar em ratos, sugerindo assim que o canal de sodio Nav 1.8 nao
esta envolvido na dor pds-operatodria. Entretanto, considerando que é possivel uma
acgao sinérgica entre os canais Nav 1.8 e Nav 1.9 na dor pds-operatdria, a inibigao
apenas do canal Nav 1.8 pode nao ser suficiente para reduzir a hipernocicepgao no
modelo de dor pos-operatoria.

Recentemente foi descrito que o NFKB modula a transcrigdo de canais para
soédio (ZANG et al., 2010). Assim, para avaliar a hipétese de que a ativagdo do NFkB
€ responsavel pelo aumento da expressao dos canais Nav 1.8 e Nav 1.9 no modelo
de dor pos-operatoria, investigamos o efeito da inibigdo farmacolégica de NFkB
sobre a expressao de canais Nav 1.8 e Nav 1.9 no GRD. O tratamento com o PDTC
preveniu o aumento da expressao desses canais no GRD induzido pela incisdo
cirurgica. Esses dados indicam que, possivelmente, a incisdo cirurgica ativa o NFkB
que induz a transcricdo de canais Nav 1.8 e Nav 1.9 em neurbnios nociceptivos,
aumentando a excitabilidade desses neurdnios, 0 que mantém a hipernocicepgao.

Zang et al. (2010) verificaram que o TNF-a aumenta a expressao dos canais para
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sodio Nav 1.3 em cultura de neurbnios do GRD e que este efeito € bloqueado com o
PDTC, sugerindo assim que o aumento da expressao de canais para sédio Nav 1.3
no neurdnio sensorial € dependente da ativacdo do NFkB. Nossos resultados estao
de acordo com essa idéia, pois demonstramos que apds a incisdo cirurgica ha
ativacdo do NFkB com o aumento de TNF-a, e da expressao dos canais para sodio
Nav 1.8 e Nav 1.9 no GRD, gerando hiperexcitabilidade neuronal e sensibilizagao
nociceptiva.

Como as MAPK sdo importantes para os eventos de sensibilizacdo
nociceptiva e manutencao da dor (KENNEY & KOCSIS, 1998; JI et al., 1999, 2002;
SAMMONS et al., 2000; ALEY et al., 2001; SVENSSON et al., 2003; OBATA et al.,
2004; SWEITZER et al., 2004; DOYA et al., 2005; MIZUSHIMA et al., 2005), e
exercem seus efeitos em parte pela ativagao de fatores de transcricao como o NFxB
(TAMURA et al., 1998; GOEBELER et al., 2001), investigamos se as MAPKs estao
envolvidas na dor pos-operatoria experimental. O tratamento com o inibidor seletivo
da p38, mas ndo da ERK ou da JNK, foi capaz de reduzir a hipernocicepgao
induzida pela incisdo plantar. Esses dados corroboram os resultados de estudo
prévio que demonstrou que a ativacao da p38 espinal tem papel no desenvolvimento
da hipernocicepgao mecanica pods-operatoria (WEN et al., 2009). A importancia da
p38 na dor pds-operatoria foi reafirmada por um estudo clinico recente, que
evidenciou pela primeira vez os efeitos analgésicos do inibidor da p38 na dor pos-
operatoria dental (TONG et al.,2011).

Com base nos dados da literatura e em nossos resultados, acreditamos que a
injuria tecidual decorrente da incisdo plantar gera liberagdo de mediadores
inflamatodrios que fosforilam a MAPK p38 que por sua vez ativa o NFkB. A ativacao

de NFkB promove aumento da transcricdo de TNF-a e PGE; no GRD, que induzem,
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respectivamente, aumento da expressdo e da condutancia dos canais para sodio
Nav 1.8 e Nav 1.9, gerando hiperexcitabilidade neuronal que favorece ao
desenvolvimento e manutencgao da dor pds-operatoria.

Analisados em conjunto, os resultados do presente trabalho demonstram
diferengas nos mecanismos moleculares envolvidos no processo de sensibilizagao
da hipernocicepgado pés-operatéria e dos quadros agudos e crbénicos da
hipernocicepcdo muscular. Entretanto, como o fator de transcricdo NFkB participa no
desenvolvimento dos dois modelos experimentais avaliados, acreditamos que o
NFkB pode ser um interessante alvo farmacolégico para o tratamento da dor pds-

operatdria e da dor muscular.
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7. CONCLUSAO

Com base nos nossos resultados, podemos concluir que:

v As MAPKs (p38, JNK e ERK) e o fator de transcricdo NFkB participam dos
quadros agudos da hipernocicepgdo muscular, mas ndo nos quadros
cronicos.

v A p38 MAPK e o fator de transcricio NFkB contribuem para o
desenvolvimento da hipernocicepcdo poés-operatéria. Entretanto, ndo ha
participacdo da ERK e JNK no desenvolvimento desse modelo de dor
persistente.

v" A incisdo cirurgica ativa o NFkB, que aumenta a producdo do TNF-a e da
PGE,, como também a expressao de canais para soédio Nav 1.8 e Nav 1.9
em neurdnios aferentes primarios, contribuindo desta forma para a
hiperexcitabilidade neuronal, envolvida na manutencdo da hipernocicepg¢ao

pos-operatoria.
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