UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

RAFAELLA ROCHA FIGUEIREDO

AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO E MARCADORES INFLAMATORIOS
EM RATOS APOS INDUCAO DE ENFISEMA PULMONAR POR ELASTASE NOS
MODELOS DE DOR FASICA, INFLAMATORIA E NEUROPATICA

Alfenas, MG

2017



RAFAELLA ROCHA FIGUEIREDO

AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO E MARCADORES INFLAMATORIOS
EM RATOS APOS INDUCAO DE ENFISEMA PULMONAR POR ELASTASE NOS
MODELOS DE DOR FASICA, INFLAMATORIA E NEUROPATICA

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Mestre em Biociéncias Aplicadas a Sadde
pela Universidade Federal de Alfenas. Area de concentragio:
Neurociéncias e comportamento.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Lourenco da Silva.
Coorientadora: Dra. Josie Resende Torres da Silva

Alfenas/MG

2017



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacéo (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Figueiredo, Rafaella Rocha

Avaliacdo do limiar nociceptivo e marcadores inflamatdrios em ratos
apos inducdo de enfisema pulmonar por elastase nos modelos de dor fasica,
inflamatdria € neuropatica / Rafaella Rocha Figueiredo. -- Alfenas/MG.
2017.

721

Orientador: Marcelo Lourenco da Silva

Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias Aplicadas a Saude) -
Universidade Federal de Alfenas, 2017.
Bibliografia.

1. Doeneca pulmonar obstrutiva Crénica. 2. Enfisema Pulmonar.
3. Dor animal - Modelos animais. I. Silva, Marcelo Lourenco da. II. Titulo.

CDD-616.24




RAFAELLA ROCHA FIGUEIREDO

“AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO E MARCADORES INFLAMATORIOS EM RATOS
APOS INDUCAO DE ENFISEMA PULMONAR POR ELASTASE NOS MODELOS DE DOR
FASICA, INFLAMATORIA E NEUROPATICA”

A Banca Examinadora, abaixo assinada, aprova a
Dissertagdo apresentada como parte dos
requisitos para a obtengdo do titulo de Mestre em
Biociéncias  Aplicadas a  Saide pela
Universidade Federal de Alfenas. Area de
concentragdo: Neurociéncias e Comportamento.

Aprovado em: 15 /05 /a0M

Prof. Dr. Marcelo Lourengo da Silva
Institui¢do: Universidade Federal de Alfenas-MG
- UNIFAL-MG

Profa. Dra. Juliana Bassalobre Carvalho Borges
Institui¢do: Universidade Federal de Alfenas-MG
- UNIFAL-MG

Prof. Dr. Guilherme Rabelo de Souza
Institui¢do: Universidade de Sdo Paulo
- USP

Assinatura;

A~

Assinatura: %«M—.
Bt

4

Assinatura:



Dedico a DEUS por guiar meus passos e por me dar forgas para vencer mais uma etapa;
Aos meus pais pela imensa dedicacdo e amor incondicional;

Ao0s meus irmaos, Junior e Izabella por sempre acreditarem em mim;

Ao meu futuro marido Samuel, pela for¢a e companheirismo em toda minha trajetoria;

A0s meus amigos e aos demais familiares pelas oracdes e pela confianca depositadas em mim.



AGRADECIMENTOS

Chegar até aqui ndo foi facil, se hoje conquisto essa vitdria esta se da por merito de

algumas pessoas as quais foram de extrema importancia, em especial:

Professor Dr. Marcelo Lourenco da Silva, meu orientador pela confianga em mim
depositada;

Professora Dra. Josie Resende Torres da Silva minha co-orientadora, pelo exemplo de
profissionalismo e dedicacdo a pesquisa;

A minha querida amiga e companheira de todas as horas, Izabela Cristina Albano
Breda;

Isabella de Paula, Luiz Fernando, colaboradores de fundamental importancia para o
desenvolvimento deste trabalho.

Aos colegas de laboratorio, Isabella, Thamyres, Rafaela, Angélica, Nayara, Ravena
pelo apoio e amizade;

Aos demais professores e alunos do Laboratdrio de fisioterapia experimental — Labfex.

Todo 0 comecgo que nos aguarda e todo futuro que desde j& construiremos, sera atraves

da influéncia que recebi de todos vocés durante esta jornada, muito obrigada!



RESUMO

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) tem como caracteristica a obstrucéo cronica
ao fluxo aéreo ndo reversivel totalmente. Embora comprometa os pulmdes, ela também
produz consequéncias sistémicas significativas. Individuos com DPOC tém niveis elevados de
alguns marcadores inflamatérios no sangue, como TNF-a, IL -6 e IL1-B, tais marcadores
inflamatdrios poderiam seriam os responsaveis pela reducdo do limar doloroso em pacientes
com DPOC. O presente estudo tem como objetivo analisar e determinar a relacdo das
citocinas pro-inflamatérias com a reducéo do limiar nociceptivo de ratos com DPOC, onde a
doenca fora induzida por elastase pancreética suina em um ensaio clinico. Participaram do
estudo 144 ratos Wistars machos, estes foram submetidos aos modelos de dor fasica, dor
inflamatdria, dor neuropética. Os resultados mostram que os animais com DPOC, ao serem
avaliados pelo teste Tail Flick apresentaram retirada antecipada da cauda quando comparado
aos animais do grupo controle. Para andlises das citocinas no grupo dor fasica foram
encontradas diferenca significativas para a IL-1p, IL-6 e TNF-a, no momento em que a
retirada da cauda dos animais com DPOC foi menor, coincidindo com niveis mais elevados de
citocinas. Em tempo 0, apés a inducdo da hiperalgesia aguda pelo CFA 0s animais com
DPOC apresentaram um limiar de presséo inferior aos dos animais sem a doenga e com CFA.
Os niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a apresentaram-se em maior quantidade no plasma em
animais com DPOC no tempo 24 horas, com diferenca significativas, sugerindo que em vinte
e quatro horas ap0s a inducdo da hiperalgesia, as citocinas oriundas do processo inflamatério
sisttmico da DPOC associados com os mediadores inflamatorios do processo causado pelo
CFA levaram e tal aumento, fato que corrobora com os resultados encontrados anteriormente.
Para o grupo dor neuropéatica é possivel observar resultados similares aos do grupo dor
inflamatdria. Os marcadores inflamatérios do grupo dor neuropatica apresentaram diferenca
significativas ao compararmos os niveis de IL-1pB, 11-6 e TNF-a de animais sem DPOC que
sofreram a cirurgia de CCI (salina), e animais com DPOC que também sofreram tal cirurgia.
Portanto, animais dpociticos apresentam niveis elevados de marcadores inflamatorios,
sugerindo que a patologia interfere na percep¢do do estimulo nocivo. Contudo para 0s
modelos de dor inflamatoria e dor neuropatica, tais modificagdes aconteceram somente na

presenca do estimulo de CFA e CCI.

Palavras-chave: DPOC, Doenca pulmonar obstrutiva Cronica, Modelo experimental de
inducdo de DPOC, Modelos de dor em animais.



ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterized by chronic non-reversible
airflow obstruction. Although it compromises the lungs, it also has significant systemic
consequences. Individuals with COPD have elevated levels of some inflammatory markers in
the blood, such as TNF-a, IL-6 and IL-1-B, such inflammatory markers could be responsible
for reducing painful liming in patients with COPD. The present study aims to analyze and
determine the relationship of proinflammatory cytokines with the reduction of the nociceptive
threshold of rats with COPD, where the disease was induced by porcine pancreatic elastase in
a clinical trial. A total of 144 male Wistars rats were submitted to models of phasic pain,
inflammatory pain, and neuropathic pain. The results show that animals with COPD, when
evaluated by the Tail Flick test, showed early tail withdrawal when compared to the animals
in the control group. A significant difference was found for IL-1f, IL-6 and TNF-a in the
phasic pain group at the time when the tail removal of animals with COPD was lower,
coinciding with higher levels of cytokines. At time 0, after induction of acute CFA
hyperalgesia, animals with COPD had a lower pressure threshold than those of naive CFA
animals. The levels of IL-1p, IL-6 and TNF-a were higher in plasma in animals with COPD at
24 hours, with significant difference, suggesting that at twenty-four hours after the induction
of hyperalgesia by CFA, The cytokines originating from the systemic inflammatory process
of COPD associated with the inflammatory mediators of the CFA process led to such an
increase, a fact that corroborates with the results found previously. For the neuropathic pain
group it is possible to observe results similar to those of the inflammatory pain group. The
inflammatory markers in the neuropathic pain group showed a significant difference when we
compared the levels of IL-1p, IL-6 and TNF-a in animals without COPD that underwent CCI
(saline) surgery, and animals with COPD that also underwent such surgery. Therefore,
dpocytic animals present high levels of inflammatory markers, they present altered responses
to the noxious stimulus, suggesting that the pathology interferes in the perception of the
noxious stimulus. However for the models of inflammatory pain and neuropathic pain, such

modifications occur only in the presence of the CFA and CCI stimulus.

Key words: COPD, Chronic Obstructive Pulmonary Disease, Experimental model of COPD

induction, Animal pain models.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é umas das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo mundo, onde o tabagismo é precursor principal da doenca,
0 mesmo € o responsavel por até 50% da obstrucdo aérea de individuos com mais de 70 anos
(LUNDBACK, et al., 2005). Estima-se que no Brasil de cerca de 30 mil ébitos/ano acontece
devido a DPOC, sendo a quinta causa de morte. Dados sugerem que existam
aproximadamente trés milhGes de dpociticos no pais, sendo que a cada ano séo hospitalizados
280 mil brasileiros (MONTEIRO et al., 2004).

A doenca respiratéria pulmonar conhecida como DPOC, tem como principal
caracteristica a obstrucdo crénica ao fluxo aéreo o qual ndo é reversivel totalmente. Tal
obstrucdo é geralmente progressiva e estd associada a uma resposta inflamatéria anormal dos
pulmdes, que tem como principal causa a inalacdo de gases toxicos como a fumaca de cigarro
(JEZLER, et al., 2007).

O processo inflamatério cronico pode produzir alteragdes nos bronguiolos, brénquios,
e /ou parénquima pulmonar, o que pode resultar em bronquite cronica, bronquiolite obstrutiva
e enfisema pulmonar. Tais alteracbes variam em cada individuo, tendo relacdo com o0s
sintomas apresentados (JEZLER, et al., 2007).

As consequéncias da DPOC experimentadas pelo paciente incluem sintomas, perda de
peso, intolerancia ao exercicio, dispnéia, aumento do gasto energético, reducao da qualidade
de vida, gastos financeiros e pode levar a morte (BUSS; SILVA, 2009).

Embora a DPOC comprometa os pulmdes, ela também produz consequéncias
sistémicas significativas (JEZLER, et al., 2007). Assim, a DPOC pode ser considerada uma
doenca do sistema respiratorio o qual provoca manifestacdes sistémicas (EAGAN, et al.,
2010). Trata-se de uma doenca com efeitos extrapulmonares que contribuem para a gravidade
da mesma (JEZLER, et al., 2007).

Estudos demonstram que pacientes com DPOC tém niveis mais elevados de alguns
marcadores inflamatérios no sangue, nomeadamente, a proteina C-reativa (CRP),
fibrinogénio, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e as citocinas inflamatorias como as
interleucinas (IL-6 e IL1-B) (EAGAN, et al., 2010). Tais marcadores inflamatdrios seriam os
responsaveis pela redugdo do limar de dor em dpociticos, porém, tais evidéncias ndo estdo

descritas em nenhum estudo.
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A dor ¢ definida como uma sensacdo e/ou experiéncia emocional desagradavel, que
esta primariamente associada a lesdo tecidual. A dor tem geralmente origem no sistema
nervoso periférico, e é processada e interpretada pelo sistema nervoso central (IASP, 1994).

A dor e o sistema imunoldgico se influenciam de forma mutua, assim as células
envolvidas na resposta inflamatoria podem desencadear efeitos de hiperexcitabilidade crénica
e alteracBes na expressao fenotipica dos nociceptores, levando a um processamento anormal
dos sinais nocivos e exacerbacdo da sensacdo dolorosa (OLIVEIRA, et. al., 2011). Assim, 0s
niveis elevados de marcadores inflamatorio envolvidos na patogénese da DPOC influenciam
nas manifestacGes sistémicas da doenca, no entanto ndo se sabe ao certo até que ponto esses
marcadores influenciam no processo de ativacdo de nociceptores, gerando aumento da
sensacdo dolorosa, tais fatos ainda ndo foram elucidados.

As células implicadas no processo da inflamacao crénica da DPOC sdo linfocitos T
(predominando o linfécito CD8+), macrofagos e neutrdfilos. A ativagdo destas celulas
desencadeia a liberacdo de mediadores inflamatorios, principalmente leucotrieno LTB4, IL-6,
IL-8 e TNF-a. Pacientes com DPOC estavel apresentam concentragdes pulmonares elevadas
de IL1-B e TNF-a (CHIESA; KNORST, 2005).

Devido estes conhecimentos e aos achados da literatura, surgiu a necessidade de
investigacBes relacionadas as alteracfes sistémicas causadas pela liberagdo de mediadores
inflamatorios, segundo Dourado et al., (2006) e Mineto et al., (2005) e suas implicacBes no

limiar nociceptivo em dpociticos, fatos os quais ainda ndo foram elucidados até o momento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ao contrario das varias doencas crbnicas que estdo em declinio, a DPOC vem
atingindo proporcfes alarmantes, estima-se que 210 milhdes de individuos séo afetados,
sendo que mais de 16 milhdes s6 nos Estados Unidos. Assim, tal patologia é considerada uma
das principais causas de morte e incapacitacdo no mundo (BARNES, 2003).

No Brasil a DPOC é a quinta causa de morte, cerca de 30 mil obitos/ano, e mais de
280 mil brasileiros sdo hospitalizados devido a morbidade. Estima-se que até o ano de 2020 a
DPOC seja a terceira causa de morte no mundo sendo ultrapassada pelas doencas cardiacas e
vasculares cerebrais (WRIGTH; CHURG, 2008).

A principal causa da DPOC é o tabagismo, embora estudos epidemioldgicos
demonstrem evidéncias consistentes de que ndo fumantes também podem desenvolver
obstrucdo cronica ao fluxo aéreo (BARNABE, 2010).

Pacientes com DPOC apresentam sintomas tais como: tosse, dispnéia, expectoracao e
fadiga. Os sintomas contribuem para o desfecho clinico, auxiliam também na determinacéo do
grau de obstrucdo aérea, tolerancia ao exercicio e qualidade de vida (BARNABE, 2010).

Pacientes com DPOC, devido reducdo da luz brénquica apresentam aumento da
demanda ventilatéria o que os obriga a evitar atividade fisica levando ao sedentarismo. O
individuo com DPOC, por sua vez, apresenta reducdo da forca e massa muscular, da
capacidade aerdbia, o que resulta em demanda ventilatdria ainda mais intensa para as
atividades de baixa intensidade, fechando o ciclo denominado dispnéia-sedentarismo-
dispnéia (WOUTER, et al., 2007).

Algumas literaturas incluem a diferenciacdo entre bronquite cronica e enfisema. Onde
a bronquite cronica se caracteriza pela presenca de tosse com expectoracdo em VArios
periodos do dia devido inflamacdo dos bronquios. O enfisema pode ser definido como
aumento dos espacos aéreos distais ao bronquiolo terminal, com destruicdo das paredes
alveolares (GOLD, 2015). Tais termos ndo estdo incluidos no presente estudo visto que tal
diferenca ndo é encontrada em modelos experimentais.

A reducdo difusa da luz bronquica faz com que a resisténcia pulmonar permaneca
aumentada na DPOC, levando a uma obstrucdo relativa do fluxo aéreo. Assim a insuficiéncia
respiratdria obstrutiva se instala, e leva bloqueio toracico em inspiragdo (hiperinsuflacdo) na
medida em que as crises vao acontecendo, levando a alteragbes na mecénica ventilatoria as

quais se tornam mais pronunciadas (BARNABE, 2010).
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Laennec no ano de 1834 descreveu o enfisema pela primeira vez através de
observagdes em cortes superficiais necroscopicos de pulmdes humanos, onde apresentavam
caracteristicas de lesdo atrofica do tecido pulmonar e hiperinsuflacdo pulmonar. Anos depois
Ciba Guest (1959) o enfisema foi entdo redefinido, como uma “dilatacdo anormal e
permanente dos espacos aéreos distais ao bronquiolo terminal”. Tal definicdo foi
posteriormente modificada ao acrescentarem o trecho “destruicdo da parede alveolar sem
fibrose evidente” (SNIDER et al., 1985).

Assim a DPOC pode ser considerada como um processo obstrutivo crénico, resultante
das alteracfes na estrutura distal do bronquiolo terminal, denominado &cino. Tais alteraces
incluem dilatacdo dos espagos aéreos e/ou destrui¢do da parede alveolar, o que leva a uma
perda da superficie respiratoria e irrigagdo sanguinea, reduzindo o recolhimento elastico o que
gera a hiperinsuflacdo pulmonar. Essas mudancas anatdbmicas podem atingir toda a estrutura
acinar ou apenas uma parte do &cino, indicando a etiologia e o0 comportamento fisiopatoldgico
da doenca (PETTA 2010).

A destruicdo da matriz extracelular alveolar resulta no alargamento do espaco aéreo e
consequentemente leva a reducdo de troca gasosa alvéolo-capilar, fazendo com que a
obstrucdo ao fluxo aéreo se instale, o qual ndo é reversivel totalmente, associada a uma
resposta inflamatoria do pulméo decorrente de gases ou particulas toxicas (BRABER et al.,
2010).

A resposta inflamatéria decorre do aumento das células inflamatdrias especificas
localizadas em diferentes regiGes do pulmao o que leva a alteracdes estruturais resultantes do
processo repetitivo de leséo e reparo. De acordo com a gravidade da doenca as mudancas
estruturais das vias aéreas se tornam mais acentuadas (INOUE et al., 2010).

A reacdo inflamatdria do sistema respiratoria no paciente com DPOC parece estar
exacerbada quando comparada com a de um paciente sem a patologia. Estdo envolvidos no
mecanismo de lesdo inflamatéria o estresse oxidativo e 0 excesso de proteinases presentes no
pulmao. Diferentes tipos celulares estdo envolvidos no processo inflamatério, principalmente
neutrofilos, linfocitos e macréfagos (DEMEDTS et al., 2005).

Muitos processos parecem estar envolvidos com a patogénese da DPOC. Porém, a
hipdtese do desequilibrio enzimatico proteinase-antiproteinase tem prevalecido como tema
central nos ultimos anos. De acordo com essa hipotese, a destruicao da parede alveolar resulta
da acdo de enzimas proteoliticas ativas que degradam a matriz extracelular afetando as fibras
coldgenas e elasticas. Em condi¢cbes normais, existe um equilibrio entre a produgdo de

substancias agressoras e protetoras no pulméo (PETTA, 2010).
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Tal hipétese defende que a exposicdo cronica a fumaca do cigarro ou a qualquer
agente toxico leva ao incurso de células inflamatdrias para as vias aéreas, liberando uma
grande quantidade de proteases, levando ao desequilibrio protease-antiprotease e
consequentemente a destruicdo do tecido pulmonar (AOSHIBA; YOKOHORI; NAGAI,
2003; DEMEDTS, et al., 2005).

As proteases derivadas de neutrdfilos que merecem destaqgue na DPOC sdo:
neutrofilicas proteases, catepsina G neutrofilica, elastase neutrofilica, metaloproteinas
neutrofilicas (gelatinase B e colagenaseneutrofilica); e as derivadas de macréfagos sdo: as
metaloproteinases dos macréfagos (colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas) e
metaloelastasescisteina (tiol) proteinase do macréfago (lisossomol-tiol-proteinase e catepsinas
B, H, L e S). As mesmas atuam como enzimas degradando substancias especificas da matriz
celular como a elastase neutrofilica que possui atividade contra as proteinas presentes na
matriz, e as metaloproteinases neutrofilicas que atuam na degradagdo do colageno intersticial
da membrana basal e da elastina (RUFINO; SILVA, 2006).

Os neutrofilos apresentam-se em grande quantidade no sangue, mas praticamente
ausentes nos tecidos pulmonares de individuos saudaveis, 0 mesmo ndo acontece em
pacientes com DPOC (BARNES, 2003; DALLEGRI; OTTONELLO, 1997; PETTA, 2010;
RUFINO; SILVA, 2006; WAGNER; ROTH, 2000). Onde ha um aumento de 25 vezes no
namero de macrofagos no tecido e no espaco alveolar de individuos com enfisema (BARNES,
2003; DALLEGRI; OTTONELLO, 1997; RUFINO; SILVA, 2006; WAGNER; ROTH,
2000).

Diferentes células estdo envolvidas no mecanismo inflamatorio da DPOC, como as IL
e 0s produtos oxidantes, que formam o processo inflamatério e que se relacionam com a
matriz extracelular, modificando o arranjo da estrutura pulmonar e 0s seus componentes como
as fibras elasticas e o muasculo bronquiolar. Dentre os marcados presentes na reacao
inflamatoria tem destaque a proteina C- reativa (CRP), fibrinogénio, TNF-a, e as citocinas
inflamato6rias como a IL1-B e IL -6 (EAGAN, et al., 2010; RUFINO; COSTA., 2013).

Podem participar direta ou indiretamente da destruicdo do parénquima pulmonar os
granulos de neutrofilos liberados no processo inflamatdrio, tais como fosfatase acida, elastase
neutrofilica, mieloperoxidases, betaglucoronidases, metaloproteinases (MMP-8, MMP-9),
lipocaina associada a gelatinase, proteinase 3 (PR3) e catepsina G. Além disso, estas células
contribuem para a destruicdo do parénquima pela liberagdo de oxidantes como &nion
superéxido (MACNEE et al., 1989. PAUWELS 2003).
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Em uma reagdo inflamatoria, varios fatores quimiotéxicos sdo produzidos para que as
células migrem para o sitio da inflamacdo, onde exercem funcdo fagocitéria liberando
substancias lesivas aos tecidos, desempenhando papel central na fisiopatologia do enfisema
pulmonar (BARNES 2003; HOGG; SENIOR, 2002).

Em situacdes como infeccdo e fumo, os macrofagos e leucdcitos sdo ativados e
migram em grande quantidade para o pulmdo, fazendo com que a reacdo inflamatdria
aconteca, a lesdo ocorre no decorrer de anos como consequéncia desse constante “reparo”. O
processo inflamatdrio pode acometer desde pequenas vias aéreas (menos de 2 mm) até mesmo
os brénquios e bronquiolos. Acredita-se que a responsavel pela ruptura das estruturas
epiteliais de sustentacdo alveolar seja a inflamacao persistente das vias respiratorias distais em
pacientes com DPOC. Assim os ductos alveolares e os alvéolos perdem suas caracteristicas
estruturas (RUFINO; COSTA, 2013).

O processo inflamatério eleva os radicais livres fazendo com o que o estresse
oxidativo aumente, liberando citocinas (1L-6, 1L-8,1L-1B ¢ TNF-a) (DOURADO, et al.,
2006).

O sistema imunoldgico influencia a dor, assim como a dor interfere no sistema
imunolégico, tornando dificil determinar se o bloqueio da nocicepcéo contribui para a redugdo
da producdo de citocinas pro-inflamatorias, ou se a redugdo da formacdo das mesmas resulta
em dor menos intensa. Dessa forma, acredita-se que as citocinas pré-inflamatorias participam
do processo nocivo, as quais podem ter origem nas células imunologicas, neuronais e gliais,
tanto no sistema nervoso central, quanto no periférico. Assim os marcadores inflamatérios
poderiam ser os responsaveis pela reducdo do limar de dor em pacientes com DPOC, onde
tais marcadores desencadeariam efeitos de hiperexcitabilidade crénica e alteragbes na
expressao fenotipica dos nociceptores, levando a um processamento anormal dos sinais
nocivos e exacerbacdo da sensacao dolorosa (OLIVEIRA, et al., 2011).

A dor é uma sensacdo desagradavel e subjetiva acompanhada de uma lesdo real ou
potencial, que pode ser classificada de diferentes formas dependendo da intensidade, duracéo
e comportamento da doenca (IASP, 1994).

Vivenciada por quase todos os seres vivos, a dor € um instrumento de protegdo, ela
permite a percepcdo de estimulos externos, os quais podem ser fisicos, mecanicos e/ou
quimicos como nocivos (DWORKIN et al., 2010). Possibilitando o equilibrio corporal,
fazendo com que sinais sejam liberados para que diversas patologias possam ser identificadas
(BASBAUM et al., 2009).
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Dentre as manifestacGes dolorosas, as que ocorrem devido a injuria tecidual é a dor
inflamatoria e a neuropatica, onde a estimulagdo do neurénio sensorial primario acontece ja, a
dor momentanea ou fasica a estimulacdo ocorre nos nociceptores, e a transmissao da
informacdo dolorosa é feita por meio das fibras aferentes primarias C e A-6 (JULIUS;
BASBAUM, 2001; MILLAN, 2002).

Durante o processamento doloroso a nocicepgao tem um importante papel, fazendo
parte da via nociceptiva, onde o0s mecanismos periféricos e centrais de transducdo,
transmissdo, modulacdo e percepc¢do acontecem, possibilitando que sinais neurais gerados por
meio de uma resposta a um estimulo nocivo externo pode ser identificado (MILLAN et al.,
2002).

O processo de transducao detecta a informacao dolorosa, essa por sua vez passa pelo
processo de transmissdo, as quais ocorrem nas fibras aferentes priméarias, onde formam
conexdes diretas ou indiretas com trés populagdes de neurdnios do corno dorsal da medula:
interneurdnios, subdivididos em excitatérios e inibitorios; neurénios proprios espinhais 0s
quais permitem a ligacdo com varios segmentos da medula espinhal; neurdnios de projecao
que participam da transmissdo através da medula espinhal até os centros supraespinhais
(KLAUMANN et al., 2008).

No corno dorsal da medula espinhal ocorre a modulagéo da dor, nesse momento o
estimulo no qual foi transmitido é reconhecido como nocivo ou ndo, em seguida sinapses
entre neurbnios de segunda ordem ocorrem liberando neurotransmissores, como substancia P
e glutamato, permitindo assim que tais estimulos possam ser caracterizados como excitatorios
e/ou inibitorios (LIU et al., 1997).

A informacédo nociceptiva entdo ascende até 0s centros superiores, por meio dos tratos
espinoreticulotalamico ou espinotalamico em direcdo ao talamo, o qual redireciona a
informacdo ao coOrtex somatossensorial, 0 mesmo processa 0 estimulo determinando a
intensidade e a localizacdo (MILLAN, 2002). Tal percepcdo pode caracterizar a dor como
fasica (nociceptiva), inflamatéria e neuropatica (FOROUD; VERSAL, 2015).

Animais ndo possuem a capacidade de verbalizar quanto a ocorréncia de dor, no
entanto 0s mesmos podem apresentar sinais e comportamentos, respostas motoras e
fisioldgicas frente a estimulos nocivos, por esse motivo para animais ndo se utiliza o termo
dor e sim nocicepcdo (PERAZA, et al., 2007). Tais respostas sdo estudadas para que
posteriormente possam ser comparadas na presenca ou ndo de drogas para verificar a

existéncia ou ndo de uma resposta algica (PERAZA, et al., 2007).



20

Mediadas por neurbnios sensoriais ndo mielinizados (fibras C) ou finamente
mielinizados (fibras Ad), a dor fasica ou nociceptiva desempenha geralmente uma fungéo
bioldgica importante, uma vez que alerta o0 organismo para o perigo iminente e informa-o da
ocorréncia da lesdo ou dano tecidual (WOLKERSTORFER, et al., 2016). O modelo para dor
fasica utilizado no presente estudo, assim como no estudo descrito por Hernadndez (2003) foi o
Tail Flick test, o qual avalia o comportamento doloroso momentéaneo, através de um estimulo
térmico, medido entre a exposi¢cdo ao calor na cauda, até sua retirada (FOROUD; VESAL,
2015). O limiar nociceptivo é verificado por meio do tempo de laténcia do reflexo de retirada
da cauda (PERAZA, et al., 2007).

As manifestagdes sistémicas da DPOC s&o consequéncias da ativacdo das citocinas
pré-inflamatorias envolvidas na patogénese da DPOC (EAGAN, et. al., 2010), no entanto até
o momento nao foi descrito tal relacdo, ndo se sabe até que ponto o processo inflamatério
influencia na ativacdo de nociceptores, gerando aumento da sensacdo dolorosa em individuos
com DPOC (DOURADOQO, et al.,2006).

Achados clinicos sugerem que a liberacdo de mediadores inflamatérios pode contribuir
para o desenvolvimento do hipermetabolismo, levando a uma resposta inadequada a ingestao
alimentar, levando a alteragfes nutricionais observadas nos pacientes com DPOC. O TNF-a e
a IL-1p através da ativacdo e da aceleracdo da enzima ubiquitina proteassoma presente nos
musculos esqueléticos periféricos pode estimular a protedlise, causar anorexia e alteraces no
metabolismo da leptina (DOURADO, et al., 2006).

Marcadores inflamatdrios como o TNF-a, o fibrinogénio, a PCR, IL-6 e IL1-B ja sao
associados a inflamacdo decorrente da DPOC, porém outros marcadores inflamatorios
sisttmicos também podem ser analisados devido a sua capacidade para refletir vias
inflamatdrias envolvidas na patogénese da DPOC (EAGAN, et. al., 2010).

Na inflamacdo crénica da DPOC as células implicadas na atividade inflamatoria séo:
os linfocitos T (predominando o linfocito CD8+), macrofagos e neutréfilos. A ativacao destas
celulas desencadeia a liberacdo de mediadores inflamatdrios, principalmente leucotrieno B4
(LTB4), IL-6, IL-8 e TNF-a (CHIESA, KNORST, 2005).

As citocinas sdo polipeptidios ou glicoproteinas extracelulares produzidas por diversos
tipos de células no local da lesdo e por células do sistema imunoldgico através da ativacao de
proteina quinases, ativadas por mitdgenos, substancia na qual estimula a proliferagéo celular.
Sédo polipeptidios hidrossoluveis, variando entre 8 e 30 kDa (OLIVEIRA,et al., 2011). Essas
glicoproteinas sdo capazes de influenciar a atividade celular, a diferenciagéo, a proliferacéo e

a sobrevida da célula imunoldgica, regulando assim a producdo e a atividade de outras
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células, que podem elevar ou atenuar a resposta inflamatéria. Em decorréncia de diferentes
estimulos, as citocinas sdo liberadas e interagem com os seus receptores regulando a funcéo
celular (OLIVEIRA, et al., 2011).

O TNF-a, foi descoberto em 1975 por Carswell et al., sendo considerada uma das
principais citocinas relacionadas aos processos inflamatérios e imunes, agindo em partes
diferentes do corpo(VITALE; ANDRADE; RIBEIRO, 2007).0 TNF-o pode ser produzido
por macrdfagos ativados, linfocitos ou mondcitos que apds ser produzido e liberado o TNF-
a ird ligar-se a receptores especificos denominados de receptores de TNF (TNF-R) I e I, para
que possa produzir o seu efeito bioldgico. Desta forma, o principal efeito fisiolégico do TNF-
a & promover a resposta imune e inflamatoria por meio do recrutamento de neutréfilos e
monacitos para o local da infeccdo, além de ativa-los. Por esse motivo, essa citocina provoca
uma serie de efeitos e respostas no organismo (VITALE; ANDRADE; RIBEIRO, 2007).

A IL-1 inclui duas proteinas distintas a IL-1a. ¢ a IL-1B. A IL-1B ¢é produzida de
maneira primaria, por mondcitos e macréfagos, mas também por células da glia e neurdnios,
células adrenais, células endoteliais, plaquetas, linfocitos T, neutrofilos, osteoblastos e
fibroblastos. A sua funcdo esta relacionada com o inicio do processo inflamatorio, sua
producdo induz a secrecdo de quimiotaxicos, facilitando o recrutamento de mononucleares
estimulando a secrecdo de interferon gama e ativacdo de macrdéfagos (CHIESA; KNORST,
2005).

A IL-6 é considerada uma citocina enddcrina, com secrecdo durante 0 sono e
regulacdo pelo ciclo circadiano. E uma proteina multifuncional, com 184 aminoacidos e 21
kDa, produzida por célula T, mondcitos e macrofagos, fibroblasto, hepatdcitos, células
endoteliais, e por algumas células tumorais, sendo um dos principais estimulos para o eixo
hipotaldmico durante o processo inflamatorio e resposta imune. A IL-6 age estimulando a
secrecdo de anticorpos pelas células B e a producdo de IL-2 pelas células T (CHIESA;
KNORST, 2005).

Novos estudos com o intuito de elucidar as manifestagdes sisttmicas tornam-se
necessarias, para que estratégias de tratamento sejam descritas, principalmente em relacéo ao
estado nutricional, disfuncdo dos masculos esqueléticos e no esclarecimento da relacdo de
patologias como DPOC e sua influéncia no comportamento da resposta ao estimulo doloroso
e/ou nocivo (DOURADOQO, et al., 2006; RUFINO; COSTA, 2013).

Embora existam estudos demonstrando a relacdo dos marcadores inflamatérios com a
DPOC ainda ndo fica claro se as alteracdes sistémicas causadas pela liberagdo de mediados

inflamatdrios poderiam ser os responsaveis pela reducéo do limiar de dor em dpociticos, e se
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isso acontece verdadeiramente, esse fato ainda ndo foi descrito, ndo existindo nenhum
trabalho descrevendo tal relagdo (DOURADO, et. al., 2006; EAGAN, et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos foi possivel observar um aumento na prevaléncia da morbidade e
mortalidade por DPOC, sendo uma das principais causas de 6bito no mundo. Estima-se que
12 % dos adultos maiores de 40 anos sejam acometidos pela doenca. Segundo a Organizacdo
Mundial de Saude, devido o aumento da expectativa de vida a doenga passou a ser
considerada uma epidemia. Tais dados sugerem que em um futuro préximo a DPOC se
tornard um problema de saude, fazendo com que o estudo de tal patologia se torne importante.

O acréscimo de marcadores inflamatorios e as alteragdes sistémicas em pacientes com
DPOC j& vem sendo estudado, entretanto os mecanismos envolvidos na liberagdo desses
marcadores relacionados a reducdo do limiar doloroso e/ou nociceptivo ainda é obscuro. A
interacdo entre a inflamacdo sistémica e o estresse oxidativo podem ser os responsaveis pela
reducdo do limiar doloroso em dpociticos, outro questionamento existente é se tal alteracdo do
liminar de dor acontece verdadeiramente.

Nesse contexto, o presente estudo objetiva desenvolver modelos de enfisema
induzidos por elastase pancredtica suina no intuito de obter ndo sO alteracBes estruturais,
como também inflamatérias que se assemelhem aos da patologia no humano, propiciando
melhor entendimento fisiopatoldgico da doenca e a relagdo dos marcadores inflamatérios com
o limiar nociceptivo.

Esse trabalho se justifica, pois os resultados encontrados poderdo estimular estudos
posteriores em humanos, a fim de beneficiar tratamentos futuros, onde a dor poderia ser um

fator limitante para dpociticos.
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4 OBJETIVOS

4.1

4.2

b)

Objetivos gerais

Avaliar e determinar a interacdo entre a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias nos
modelos de dor inflamatdria e neuropética pelo teste de von Frey e na dor fasica
atraves do Tail Flick, em animais com a DPOC induzida por elastase pancreatica suina

e como tal morbidade pode interferir na liberacdo dos mesmos.

Objetivos especificos

Determinar a relacdo das citocinas com a reducdo ou ndo do limiar nociceptivo em
animas com DPOC,;
Determinar os niveis de TNF-a, IL-1pB, IL-6 liberados no processo inflamatorio e seu

efeito sobre o limiar nociceptivo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 144 ratos machos Wistar, com peso entre 250 a 300g, que foram
mantidos no biotério do curso de Fisioterapia provenientes do Biotério Central do Campus da
UNIFAL. Os ratos foram mantidos em gaiolas de acrilico, com a temperatura entre 18-21° C,
55-60% de umidade relativa, e ciclos de 12 horas claro/ escuro). Com racdo padrdo e dgua
disponivel até o dia do experimento.

As normas de ética estabelecidas para experimentagdo com animais acordados,
recomendadas pela IASP (International Association for the Study of Pain) foram seguidas em
todos os experimentos (ZIMMERMANN, 1983).

As normas que regulamentam os aspectos €ticos da utilizacdo de animais em
laboratério elaborados pela Comissdo de Etica Experimentacdo em Animal da Universidade
Federal de Alfenas- UNIFAL foram adotadas e seguidas rigorosamente, o presente estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da UNIFAL com o registro
n°19/2016.

5.2 Inducéo do Enfisema por Elastase Pancreatica Suina

Experimentos utilizando animais como instrumento de pesquisa vém sendo cada vez
mais utilizados (CHUNG, 2004), permitindo a observacdo da evolucdo de varias doencas,
dentre elas as pulmonares.

Alguns modelos experimentais para simular a DPOC sdo utilizados, dentre eles os trés
principais sdo: exposicdo a fumaca de cigarro, instilacdo intratraqueal de enzimas
proteoliticas, e linhagens de animais geneticamente modificados (CERVILHA, 2014).

No presente estudo a protease utilizada foi a elastase pancreéatica suina, que em cerca
de 21 dias apos a aplicacdo da enzima ja é possivel observar lesdo pulmonar seguida de
mudangas morfologicas, remodelamento do parénquima pulmonar e comprometimento da
funcdo pulmonar, o que o tornou apto para estudar as alteracGes provocadas nas fibras do
parénquima pulmonar do individuo com DPOC, fato comprovado no estudo de Hamakawa
em 2011 e no de Santos et al., (2014).

Os animais foram anestesiados com cetamina (34 mg / kg, intraperitoneal, ip) e

xilazina (12 mg / kg, ip ), uma incisdo cervical anterior para expor a traquéia foi realizada,
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seguintes solugdes foram instiladas utilizando um dispositivo estéril denominado Scalpde
calibre 27, solucdo salina estéril (0,9% de NaCl, 5 pL; grupo Sal) ou elastase pancreatica
suina (PPE; 0,6 U, Sigma, St. Louis, MO, EUA) diluida em 5 pL de solucdo de soro
fisiolégico (grupo DPOC induzido por elastase) (SANTOS, et al., 2014). A incisdo cervical
foi fechada com sutura de seda 4-0.

Figura 1- Animal sedado, incisdo anterior da Figura 2- Instilagdo da Elastase pancreética suina ou
cervical para expor a traqueia. Fonte- solucdo salina na traquéia do animal. Fonte
do autor. do autor.

5.3 Modelos Experimentais

5.3.1 Modelo de Dor Fasica — Teste de Retirada da Cauda —Tail Flick

Modificado no ano de 1982 por Azami e colaboradores, 0 grau de antinocicepcao foi
medido por meio do teste de retirada da cauda (D" AMOUR; SMITH, 1941).

Sobre o equipamento de analgesimetro, com 2 cm da porc¢éo final da cauda o animal
foi gentilmente imobilizado, o filamento de niquel-cromo aqueceu progressivamente a cauda
do animal (aproximadamente 9°C/segundo) a partir da temperatura ambiente (23 ° C + 1° C)
até que atingisse uma temperatura nociva (53°C) em aproximadamente 3 segundos.

O aquecimento foi interrompido em 6 segundos para evitar dano tecidual. Todos 0s
animais tiveram o seu limiar basal avaliado para o reflexo de retirada de cauda, sendo
utilizadas trés medidas consecutivas com intervalos de 5 minutos. Ap6s a medida basal, 0s
animais passaram pela cirurgia traqueal com elastase / salina.



27

Figura 3- Aparelho do Tail Flick. Fonte do autor.

5.3.2 Modelo de Dor Inflamatodria - Inducao da hiperalgesia aguda por CFA

Para induzir a resposta inflamatéria persistente, 0s animais receberam injecdo de
intraplantar (i.pl) de 100 uL de adjuvante completo de Freud (CFA), na superficie planta da
pata direita traseira. A hipernocicepcdo mecanica foi avaliada por meio da técnica do von
Frey digital (CUNHA et al., 2007).

O grupo controle recebeu injegdo i.pl. de salina (100 puL). Quatro horas apés a injegdo

de CFA ou salina, o limiar nociceptivo mecénico foi avaliado (basal sem CFA e ap6s o CFA).

5.3.3 Modelo de Dor Neuropatica - Modelo de hiperalgesia neuropatica periférica

No presente estudo para avaliacdo da dor neuropatica 0 modelo utilizado foi o de
constricdo do nervo ciatico (CCI) onde o mesmo sofreu quatro amarra¢cdes (BENNET; XIE,
1988). Os animais desenvolvem comportamentos que lembram neuropatia em humanos, como
a protecdo do membro lesado (animal tenta esconder a pata) sugerindo dor espontanea. Antes
da cirurgia os animais foram anestesiados com cetamina (34 mg / kg, intraperitoneal, ip) e
xilazina (12 mg / kg, ip ). Para expor o nervo ciatico, foi realizada uma incisdo na regido
abaixo do glateo onde a musculatura e a pele foram suturadas posteriormente. Com quatro
amarracfes com fio de seda separados por 2 mm o nervo sofreu a constrigdo, ao final da
cirurgia, os animais foram mantidos aquecidos para prevenir a hipotermia e, em seguida,
recolocados no biotério de manutencdo. Para os animais do grupo CCIl-Sham, 0s mesmos
tiveram somente o nervo ciatico exposto, ndo sofrendo as quatro amarracoes.

Trés dias apdés o procedimento, os animais foram testados e considerados
hiperalgésicos quando o limiar de resposta a aplicacdo de estimulos mecéanicos no teste de von
Frey correspondeu a pelo menos, 50% do limiar de resposta basal.
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Figura 4- Cirurgia de CCI “Chronic Constriction Injury”, com exposi¢do do nervo ciético, 0 mesmo com quatro amarracdes com fios de
seda separados por aproximadamente 2 mm e sutura da pele e da musculatura do animal anestesiado. Fonte do autor.

5.3.4 Testes de nocicepcdo mecanica- Pressdo continua na pata (von Frey digital)

O limiar nociceptivo mecanico dos animais foi avaliado utilizando von Frey digital
(Insight Equipamentos, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil).

Os animais foram colocados em caixas de acrilico com a face dianteira posicionada
sobre uma tela de arame propiciando acesso a pata traseira dos mesmos, apds
aproximadamente uma hora para que o0s animais se ambientassem com o local.

O teste foi realizado pelo aparelho von Frey eletrénico, através de uma ponta de
polipropileno, aplicado perpendicularmente, a superficie plantar da pata traseira segundo
Farghaly et al., (2016), por um periodo de aproximadamente 4 segundos ou até que o animal
demonstre comportamento nociceptivo, caracterizado por retirada da pata, seguida de lambida
da mesma e/ou “flinch”. A forca utilizada é suficiente para gerar uma resposta positiva de
retirada da pata (CHAPLAN et al., 1994).

O ramo sural do nervo ciatico inerva a regido avaliada da pata do animal, o qual ndo
sofre qualquer tipo de manipulacdo neste modelo experimental. Assim, é uma regido critica
no desenvolvimento da neuropatia, e, por isso, é a regido analisada por von Frey eletrdnico
(RICHNER et al., 2011).



Figura 5- Aparelho para o teste de nocicep¢do mecanica von Frey digital. Fonte do
autor.

Figura 6- Animais posicionados na caixa de acrilico, por um periodo de ambientacéo de
aproximadamente 1 hora. Fonte do autor.
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Figura 7- Posicéo do animal dentro da caixa de acrilico, propiciando acesso a pata
traseira dos animais para realizagdo do teste de von Frey. Fonte do autor.

5.4 Métodos de deteccdo das citocinas pré-inflamatorias

5.4.1Coleta de sangue

O sangue foi coletado por puncgdo cardiaca, através da técnica a vacuo em ambiente
estéril, pelo pesquisador, onde o mesmo foi estocado em armazenado para analises posterior.
Apbs ser anestesiado com cetamina (34 mg / kg, intraeperitoneal) e xilazina (12 mg / kg
intraperitoneal), o animal foi colocado em uma superficie plana, em decubito dorsal, onde
uma incisdo na regido anterior do térax foi realizada e uma agulha foi inserida no ventriculo
esquerdo para coleta do sangue. A puncdo cardiaca é a coleta final, pois o animal
normalmente é sacrificado apds este tipo de procedimento.

Os tubos foram centrifugados 1500 rpm, por 15 minutos, apd6s a coleta.
Posteriormente, o plasma foi retirado em capela de fluxo laminar, utilizando pipetas de
Pasteur previamente esterilizadas. Posteriormente as coletas foram colocadas em Eppendorfs
estéreis e estocadas no freezer a -80°C para a realizacdo das andlises. As amostras foram
coletadas sempre pelo pesquisador e no mesmo horério, nos periodos de inicio do
experimento, apos 21dias da aplicacdo da elastase prancreatica e nos momentos de To, Ty, Ts,
T4, 05 quais estdo descritos no tépico procedimento experimentais (BASYIGIT, et al., 2010).
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5.4.2 Dosagens dos niveis plasmaticos dos mediadores inflamat6rios

ELISA (Enzyme-Linked Immuno sorbent Assay) é um teste imuno enzimatico que
permite a deteccdo de anticorpos especificos. Este teste € usado no diagnostico de
varias doengas que induzem a producdo de imunoglobulinas.

No método ELISA o antigeno € preso a uma superficie (geralmente de poliestireno)
através de um anticorpo. Uma vez o antigeno ligado ao anticorpo imobilizado, este complexo
pode ser reconhecido por outro anticorpo, desta vez ligada a uma enzima que possa produzir
um composto facilmente detectavel. Para a analise dos niveis plasmaticos de TNF-a, IL-1f ¢
IL-6 foram coletados 4 mililitros de sangue. (BASYIGIT, et al.2010)

As analises das concentracdes plasmaticas dos mediadores inflamatdrios foram
realizadas pelo método de ELISA do tipo sanduiche, por meio do kit Quantikine (HS, R&D
Systems Minneapolis) para analisar niveis de TNF-a IL-1pB e IL-6, segundo as instrucbes do
fabricante (BASYIGIT, et al., 2010; CHIESA; KNORST, 2005; GOMES, et al., 2015).

5.5 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 3 grupos. Sendo: grupo dor fasica, grupo dor
inflamatoria, grupo dor neuropética. No grupo dor fésica 16 ratos tiveram DPOC induzido, e
0s outros 16 animais (grupo controle) os quais tiveram instilacdo de salina em sua traqueia
ndo possuiam a doenca, seguindo o mesmo procedimento da indu¢do da DPOC, no entanto no
lugar da elastase foi administrada salina. Nos momentos de Ty, T, T3, T24 foi aplicado o teste
de Tail Flick, e 16 animais tiveram sangue retirado para analise dos marcadores inflamat6rios
do tal grupo.

No grupo dor inflamatoria, 16 ratos com DPOC induzido foram submetidos a CFA, e
16 com DPOC foram submetidos a aplicacdo de salina na pata, e 16 animais tiveram sangue
retirado para analise dos marcadores inflamatorios. No grupo dor neuropética, 16 ratos com
DPOC sofreram a cirurgia de CClI, e 16 ratos dpociticos sofreram a cirurgia mais ndo tiveram
0 nervo ciatico suturado (CCI-SHAM). Em ambos 0s grupos em seus respectivos To, T1, Tg,
T,4 0 teste de von Frey foi realizado e 16 animais tiveram sangue retirado para analise dos

marcadores inflamatorios.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Imunoglobulinas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo
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5.6 Protocolos Experimentais

5.6.1 Modelo de dor Fasica — Tail Flick

[ Elastase/SAL ] @ Coleta de sangue
_ o IL-1B
l TO Tl T3 T24 . ”_-6
1 1 1 1 . i
| 1 1 1 1 > TNF-o
Basal 21 Dias 1h 3h 24h

\@ ] ] o o /

N

Figura 8- Delineamento do experimento realizado no grupo Dor Fésica. onde® indica coleta de sangue para dosagem de citocinas. TO:
tempo zero, T1: tempo 1 hora, T3: tempo 3 horas, T24:tempo 24 horas.

5.6.2 Modelo de dor Inflamatéria

Elastase ] [ CFA/Sal ] @ Coleta de sangue
| | o i
1 1 L . ]
| i } 1 1 1 > TNF-o
Basal 21 Dias 4h 5h 7h24h
\@ o *o o o ° /

Figura 9- Delineamento do experimento realizado no grupo Dor Inflamatéria. Onde @ indica coleta de sangue para dosagem de citocinas.
TO: tempo zero, T1: tempo 1 hora, T3: tempo 3 horas, T24:tempo 24 horas

5.6.3 Modelo de dor Neuropatica

[ CCI/SHAM ] @ Coleta de sangue

l T T T To oy
[ ] [ | [ | [ | [ | ° -
: | | ] | | | | | > TNF-o
Basal 21 Dias 3°Dialh  3h24h

\. ] ] o ] /

o
Y

Figura 10- Delineamento do experimento realizado no grupo Dor Neuropatica. Onde @ indica coleta de sangue para dosagem de citocinas.
TO: tempo zero, T1: tempo 1 hora, T3: tempo 3 horas, T24:tempo 24 horas.
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5.6.4. Andlise estatistica

Para avaliacdo dos dados foi utilizando a anélise de variancia — ANOVA (two-way) e
as comparacOes pelo teste de post-hoc de Bonferroni, utilizando o Software Statistical
Package for the Social Sciences (SSP) (IBM, Chicago, USA) versdo 15.0. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.
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6 RESULTADOS

Foram analisados 144 ratos machos Wistars com idade média de 8 semanas, com peso
entre 250 a 300g, houve perda de 40 animais decorrente do procedimento anestésico. Os
animais avaliados eram pertencentes aos grupos de dor fasica (32 animais), grupo dor
inflamatoria (32 animais) e grupo dor neuropética (32 animais) e 48 animais para dosagem e
analise das citocinas. Os dados avaliados foram dispostos em forma de graficos.

Para os animais avaliados pelo método de retirada de cauda foi possivel observar
diferenca estatisticamente significativa no tempo 0, que corresponde ao horario da cirurgia de
inducdo do DPOC através da instilacdo de elastase pancreatica suina, porém com intervalo de
21 dias pos cirurgia para que a manifestacdo da patologia ocorresse. Tal diferenca também foi
observadano T1, T3, T24.

Pelo gréfico 1 foi possivel observar que os animais com DPOC induzido, ao serem
avaliados pelo teste Tail Flick apresentaram retirada antecipada da cauda quando comparado
aos animais do grupo controle. No tempo 0, os animais dpociticos tiveram um periodo de
laténcia em torno de 2,8 segundos enquanto que no grupo controle a retirada era em 3,5
segundos aproximadamente. O periodo de laténcia reduziu discretamente nos momentos de
T1, T3, T24 para os animais do grupo DPOC, apresentando valores proximos a 2,7 segundos.

A presenca da patologia nos animais levou 0os mesmo a terem alteragdo no limiar
nociceptivo, através do teste de retirada da cauda — Tail Flick € possivel observar que ratos
dpociticos tém respostas diferentes a dor fasica quando comparado ao grupo controle,

demonstrando que tais ratos tém redugéo do limiar nociceptivo.
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Gréfico 1- Avaliagéo da dor no grupo dor fasica, utilizando o teste de Tail Flick nos momentos: basal (antes da indugo
da DPOC), nos tempos TO ,T1, T3, ambos realizados apds 21 dias da cirurgia da indugdo, e posteriormente
T24.*significancia (p<0,05) em relacéo ao grupo salina. No grafico 1, as barras foram diferentes em relagéo ao
tratamento (Fyss= 4.21,p<0.01) tempo (F4126=0.12, p<0.05) e tiveram interagdo tempo x tratamento (Fg126=
8.83, p<0.05).

Para andlises das citocinas no grupo Dor fasica, é possivel observar no grafico 2,
niveis de marcadores inflamatdrios préximos para o basal , visto que a inducdo do enfisema
ainda n&o tinha sido realizada.

Apos a inducdo do enfisema foram encontradas diferenga significativas para a IL-1,
onde em TO os valores desses marcadores tiveram 0 aumento evidente, 0s niveis plasmaticos
dos mesmos mais que dobraram em relacdo ao grupo de animais sem a DPOC, houve um
discreto declinio no decorrer do tempo, porém a diferenca estatistica se manteve.

Porém para a 1l-6 e para 0 TNF-a, essa discreta redugdo dos niveis plasmaticos niao
ocorreu, ao contrario, houve um aumento da concentracdo desses marcadores no decorrer dos
tempos até o T24, com diferencas estatisticamente significativas.

Ao analisarmos os gréficos 1 (Tail-Flick) e gréafico 2 ( Citocinas —~Grupo dor Féasica), é
possivel observar que em ambos os graficos em seus momentos de TO0), houve diferenca
significativas, indicando que no momento da retirada da cauda , tempo de laténcia dos
animais com DPOC foi menor e coincide com niveis mais elevados de IL-1p, IL-6 e TNF-a, o

mesmo ocorre em todos os tempos.
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Gréfico 2- Avaliacdo dos mascadores inflamatérios dos animais pertencentes ao grupo dor fésica, realizando a retirado do sangue dos
mesmos nos momentos: basal (antes da inducdo da DPOC), nos tempos TO ,T1, T3, ambos realizados ap6s 21 dias da cirurgia
da inducdo, e posteriormente T24.*significancia (p<0,05)em relagdo ao grupo Salina. No gréafico 2, as barras foram diferentes
em relacdo ao tratamento (Fyss= 3.18, p<0.01)tempo(F,,15=3.32, p<0.05) e tiveram interacdo tempo x tratamento (Fs 5= 4.23,
p<0.05).
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Para 0 modelo de dor Inflamatdria foi aplicado CFA na pata direita dos animais para
indugéo da hiperalgesia aguda, onde o limiar nociceptivo mecanico foi avaliado utilizando o
teste de von Frey digital durante um periodo aproximado de 4 segundos ou até que o animal
demonstre comportamento nociceptivo, caracterizado por retirada da pata, seguida de lambida
da mesma e/ou “flinch”.

Analisando o grafico 3 é possivel observar que para os valores do basal no teste de von
Frey, todos os animais dos subgrupos apresentaram respostas semelhantes.

Em tempo 0 tanto os animais com DPOC induzida e salina na pata apresentaram
valores de limiar de pressdo proximos, indicando que para o limiar mecénica feito pelo von
Frey a presenca da DPOC néo influenciou na retirada antecipada da pata, no entanto ao
analisarmos o grupo de animais higidos com injecdo de CFA e animais com DPOC e CFA
podemos observar uma diferenca quando comparado com 0s grupos salina na pata. Apos a
indugéo da hiperalgesia aguda pelo CFA os animais com DPOC apresentaram um limiar de
pressdo inferior aos dos animais higidos injetados com CFA, sugerindo que 0 processo
inflamatdrio sistémico da DPOC potencializou a resposta inflamatoria local causada pela
hiperalgesia aguda do CFA.

Tal fato se repetiu nos tempos 1 hora, 3 horas e tempo 24 horas.

1 Salina Salina Wl DPOC Salina
1 Salina CFA Bl DPOC CFA
50-
S o ral I I -
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Basal ? To T T3 T24
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Gréfico 3- Avaliacéo da dor no grupo dor inflamatoria, utilizando o testes de nocicep¢do mecéanica- presséo crescente pata von
Frey nos momentos: basal (antes da indugdo da DPOC), nos tempos T0 ,T1, T3, ambos realizados ap6s 21 dias da
cirurgia da inducdo, e posteriormente T24.*significancia (p<0,05)em relacdo ao grupo Salina. # Diferente de todos
0s grupos (P<0,05). No grafico 3, as barras foram diferentes em relagdo ao tratamento (Fsz0=
65.43,p<0.01)tempo(F45:=19.67, p<0.05) e tiveram interacéo tempo x tratamento (Fi2ss= 44.53, p<0.05).
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Os niveis de citocinas pré-inflamatoria do grupo dor inflamatdria mantiveram valores
proximos entre os grupos no basal e no TO. Vale ressaltar que os animais pertencentes a tal
grupo, para analise das citocinas, todos os animais tiveram a inducdo da hiperalgesia por
CFA, sendo o subgrupo salina (animais sem DPOC) e o DPOC (animais com a patologia),
visto que a intencdo dessa avaliacdo era de verificar ocomportamento dos marcadores
inflamatorios de animais com e sem DPOC frente a um processo de hiperalgesia aguda.

Os niveis de IL-1p, IL-6 e TNF-a apresentaram-se em maior quantidade no plasma em
animais com DPOC no tempo 24 horas, com diferenca significativas, sugerindo que em vinte
e quatro horas apés a inducdo da hiperalgesia por CFA, as citocinas pro-inflamatorias
oriundas do processo inflamatdrio sisttmico da DPOC associados com os mediadores
inflamatdrios do processo causado pelo CFA levou e tal aumento, fato que corrobora com 0s

resultados encontrados e apresentados no grafico 3.
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Gréfico 4-Avaliacdo da dos marcadores inflamatdrios no animais pertencentes ao grupo dor inflamatoria, ocorrendo a retirada do
sangue para analise nos momentos: basal (antes da indugdo da DPOC), nos tempos TO ,T1, T3, ambos realizados apos
21 dias da cirurgia da indugao, e posteriormente T24.*significancia (p<0,05). No gréafico 4, as barras foram diferentes
em relacéo ao tratamento (Fyss= 5.87, p<0.01) tempo (F215=13.19, p<0.05) e tiveram interacdo tempo x tratamento
(F5,18= 8.61, p<005)
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Para o grupo dor neuropatica, os dados foram dispostos no grafico 5, onde é possivel
observar resultados similares aos do grupos dor inflamatdria. O limiar de pressdo apresentou
valores proximos em todos os grupos para o basal, com valores em torno de 429
aproximadamente.

Para os animais que sofreram a cirurgia de CCl — Sham tanto os animais com DPOC
guanto os animais sem a patologia, ambos apresentaram valores de limiar de pressdo
préximos dos valores basal do von Frey, evidenciando que a cirurgia de CCIl-sham néo alterou
o limiar de presséo de tais animais.

No entanto para os animais que sofreram a cirurgia de CCI é possivel observar uma
diferenca significativa no limiar de pressédo quando comparados com os animais CCIl — Sham.
Porém os animais pertencentes ao grupo DPOC- CCI quando comparado aos animais sem a
doenca com a cirurgia de constricdo no nervo cidtico o resultado foi estatisticamente
significante no limiar de pressdo para o teste de von Frey, sugerindo que a presencga de
citocinas inflamatorias oriundas da DPOC potencializa as alteragdes do limiar de pressdo do

von Frey para a cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico.
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Gréafico 5- Avaliacdo da dor no grupo dor neuropatica, utilizando o testes de nocicepgdo mecanica- pressao crescente na pata von Frey nos
momentos: basal (antes da indugdo da DPOC), nos tempos TO ,T1, T3, ambos realizados apds 21 dias da cirurgia da indugéo, e
posteriormente T24.*significancia (p<0,05)em relacéo ao grupo salina salina. # Diferente de todos os grupos (P<0,05). No gréafico
5, as barras foram diferentes em relagdo ao tratamento (Fzz0= 43.88, p<0.01) tempo (F4s6=56.71, p<0.05) e tiveram interagdo
tempo x tratamento (Fi,56= 69.11, p<0.05).
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Ao analisarmos os marcadores inflamatorios no grupo dor neuropética (Gréfico 6),
podemos observar uma diferenca estatisticamente significativa ao compararmos os niveis de
IL-1B, I1-6 e TNF-a de animais sem DPOC que sofreram a cirurgia de CCI (salina), e animais
com DPOC que também sofreram a cirurgia do CClI, nos tempos TO e T24. No tempo 0, tal
diferenga foi menos pronunciada do que no tempo 24 horas, porém com resultado significante
em ambos os tempos.

Como ja foi descrito anteriormente, os animais com DPOC tiveram uma resposta
ainda mais evidente para o teste de von Frey quando os mesmos tiveram a cirurgia do CClI,
qguando com parado com 0s animais sem patologia que passaram pela cirurgia, o que
corrobora com os resultados expostos no grafico a seguir, onde os niveis plasmaticos de tal

marcadores de encontravam em maior numero em animais dpociticos.
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Gréfico 6- Avaliacdo dos marcadores inflamatério do animais pertencentes ao grupo dor neuropética, utilizando a retirada de
sangue para analise posterior nos momentos: basal (antes da indugdo da DPOC), nos tempos TO ,T1, T3, ambos
realizados apds 21 dias da cirurgia da inducdo, e posteriormente T24.*significancia (p<0,05). No gréfico 6, as barras
foram diferentes em relagéo ao tratamento (Fyss= 12.11, p<0.01 )tempo (F,,15=4.62, p<0.05) e tiveram interacéo tempo x
tratamento (Fs 15= 18.33, p<0.05).
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7 DISCUSSAO

A DPOC tem como patogénese uma série de processos lesivos, que incluem a resposta
inflamatdria anormal dos pulmdes frente a particulas inaladas e/ou gases téxicos, falha na
reparacao de células anormais, resolucdo deficiente do processo inflamatorio, apoptose
precoce, destruicdo da matriz extracelular pelo desequilibrio protease/antiprotease e
oxidante/antioxidante (RUFINO; COSTA, 2013).

Véarios métodos sdo utilizados como modelo de inducdo do enfisema, o modelo
empregado no presente estudo foi de instilagdo de enzima proteolitica, elastase pancreatica
suina, no entanto existem outros métodos como inalacdo de fumaca de cigarro, instilacdo de
enzimas proteoliticas: protease de planta (papaina), elastase de neutr6filos humanos (HNE) e
instilacdo de lipopolissacarideos intratraqueal (CERVILHA, 2014).

Wright e Churg (1995) apresentaram o primeiro modelo utilizando fumaca de cigarro
em cobaias, onde os mesmos foram expostos ao fumo de forma passiva durante
aproximadamente 20 semanas. Acredita-se que tal modelo retrata a forma moderada de DPOC
cetrolobular e desenvolvimento de metaplasia de células caliciformes das vias aéreas, assim 0
mesmo parece ser 0 modelo que retrata as alteracGes pertencentes aos seres humanos de
maneira mais fidedigna (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008; TOLNAI, et al., 2012).

Em contraste a utilizacdo de enzimas elastoliticas estd muito bem descrita, com a
vantagem de ter um custo menor, tempo de instalacdo do DPOC mais rapido, enquanto que a
exposicdo a fumaca de cigarro leva seis meses para a instalacdo da patologia (BARNABE,
2010) o que poderia tornar o experimento invidvel. Existe também uma falta de padronizacéo,
podendo ocorrer variagfes principalmente quanto ao sistema e ao protocolo de exposicdo a
fumaca de cigarro e aos tipos de cigarros utilizados (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008). Tais
fatos foram decisivos para a escolha do modelo de indugdo da DPOC no presente trabalho.

O modelo de DPOC com instilacdo traqueal de enzimas proteoliticas busca mimetizar
o enfisema ocorrido em humanos fumantes com base na hipdtese protease-antiprotease
(WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008). O desequilibrio protease/anti-protease da DPOC foi
constatada apds observagdes em fumantes que apresentavam alto indice de o 1-antitripsina e
risco aumentado de desenvolver a doenga (BARNES, 2007). Desde entdo, varias enzimas com
a capacidade de degradar elastinas intactas foram instiladas nos pulmdes de animais para a
producéo do enfisema pulmonar (ANTUNES; ROCCO, 2011; BARNES, 2007).

Quando instiladas na traqueia, as elastases destroem as elastinas, produzindo assim

aumento da resisténcia das vias aéreas e reducdo da elasticidade pulmonar e
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consequentemente da complacéncia segundo Barnes (2007), induzindo o enfisema pulmonar
com caracteristicas panacinar apds uma Unica instilagdo intratraqueal (SNIDER, 1986; 1992).

Inicialmente ocorre uma perda de fibras de coladgeno e elastina. Posteriormente 0s
niveis de elastina tendem a diminuir, a matriz extracelular tem sua estrutura reduzida e as vias
aéreas apresentam-se de forma anormal (BARNABE, 2010).

S& modelos que provocam anormalidades da funcdo pulmonar, hipoxemia e
metaplasia de células secretoras (GRONEBERG; CHUNG, 2004). Associados a tais eventos
ocorrem 0 processo inflamatorio, que leva a lesdo das paredes alveolares, tais lesbes sdo
proximas das encontradas nos pacientes com DPOC. Dessa maneira a evolugdo da doenca
deve-se, em grande parte, aos efeitos destrutivos exercidos pelas células inflamatorias
(GRONEBERG; CHUNG, 2004).

Estudos cientificos comprovam que a exposicdo do pulmdo de roedores frente a
instilacdo de enzimas promove inflamacéo pulmonar aguda (DEMEDTS et al., 2006), seguida
de mudancas estruturais e morfoldgicas (SNIDER; LUCEY; STONE, 1986) comprometendo
a funcdo pulmonar (CHUNG,2004), fazendo com que o pulmdo do animal adquira
caracteristicas proximas ao do pulmdo de um humano com DPOC (INOUE, e tal., 2010),
onde as caracteristicas sdo proximas do enfisema pulmonar. Além disso, para melhor ajuste da
doenca em modelos experimentais existe a possibilidade de utilizar inibidores enzimaticos
(WRIGHT; CHURG, 2008), tais inibidores ndo foram utilizados no presente estudo.

Hantos e colaboradores (2008) em seu trabalho relataram que a inducdo do enfisema
pulmonar com elastase pancreatica suina em camundongos produziu danos pulmonares
similares aos danos encontrados no enfisema dos seres humanos que fumaram durante 5 anos,
no entanto nosso estudo fez uso da elastase pancreatica suina s6 que em ratos, o que poderia
ter efeitos diferentes.

Em seu estudo Shapiro (2000) descreveu a permanéncia do processo inflamatorio
meses ap6s a DPOC instalada, sugerindo que inflamagdes em mudltiplas células estruturais
ocorrem contribuindo para piora da destruicao alveolar na DPOC.

Assim como no presente estudo Barnes (2007) em seu trabalho induziu o enfisema em
ratos utilizando o modelo com elastase pacreatica suina, ressaltando que o modelo é o mais
comum, os resultados encontrados por ele sugerem que apds a instilagdo da enzima ocorre
uma destruicdo severa alveolar acompanhada por um remodelamento sutil da parede das vias
aéreas, reforcando que o modelo de enfisema empregado em nosso estudo promoveu as

alteracOes necessarias para avaliar a patologia em animais.
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A DPOC tem como consequéncia uma serie de efeitos sisttmicos importantes, tais
como a inflamacéo sistémica, devido presenca do estresse oxidativo sistémico, concentracoes
anormais de citocinas circulantes e ativacdo das células inflamatérias (KUNIKOSHITA, et
al., 2006; DOURADO, et. al., 2006). Trata-se de uma doenca pulmonar com manifestacdes
extrapulmonares onde as celulas inflamatorias liberam substancias como elastase, colagenase,
as quais modificam os componentes da matriz extracelular (DOURADO, et. al., 2006;
RUFINO; COSTA, 2013).

Diversos mediadores envolvidos no processo inflamatorio sdo responsaveis pelos
eventos vasculares da inflamacéo, podendo estimular os neurnios sensoriais locais, 0 que
colabora para o surgimento da dor e/ou nocicepgdo (GILMAN, et al., 2006; SPINOSA et al.,
2006; RANG et al., 2007; ROTH et al., 2009). No presente estudo foi possivel observar que
animais com DPOC apresentaram niveis elevados de marcadores inflamatorios sendo eles IL-
1B, IL-6 e TNF-a, em todos os grupos.

Em doengas que cursam com processo inflamatério crénico como a DPOC, estudos
demonstram que as citocinas podem induzir o organismo a criar uma série de respostas na
tentativa de acelerar as reacdes enzimaticas defensivas, aumentando a proliferacdo de células
imune, reduzindo a replicacdo de patégenos, dentre outros. As citocinas podem entdo ser
reconhecidas por neurbnios e desencadear assim diversas reacOes intracelulares que irdo
determinar alteracbes na atividade elétrica do nervo por tempo indeterminado
(KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE; 2006).

Na patogénese do enfisema os macréfagos alveolares desempenham uma funcgéo
primordial, onde os mesmos sdo ativados por varios sinais extracelulares, os quais podem
estar associados a resposta antimicrobiana e inflamacdo ou associados a cicatrizacdo e
resolucdo da inflamacdo (CRUZ et al., 2012).

Ja se sabe que as citocinas pro-inflamatdrias exercem papel fundamental na
nocicepcdo periféerica (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE; 2006), porém a relacdo das
mesmas com o limiar nocieptivo de individuos com DPOC ainda néo foi descrito em nenhum
trabalho. No entanto no presente estudo para o teste de Tail Flick, método que também avalia
o reflexo de retirada sob interferéncia de projecdes centrais, 0s resultados mostraram que 0s
ratos pertencentes ao grupo DPOC apresentaram limiar de laténcia inferior ao do grupo
controle, onde os niveis de IL-1pB, IL-6 e TNF-a estavam aumentados, indicando que tais
marcadores contribuiram para a percepcdo alterada do limiar nociceptivo de animais

dpociticos.
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O processo inflamatorio atua na geracdo da dor ndo somente pelos efeitos da migracao
de leucdcitos, acredita-se que as citocinas pré-inflamatorias participam do processo nocivo,
podendo ter origem nas células imunologicas neuronais e gliais, tanto no SNP e no SNC, onde
tais moléculas podem desencadear efeitos de hiperexitabilida crénica levando a alteracfes na
expressdo fenotipica dos nociceptores, que tem como consequéncia o processamento anormal
e exacerbacéo dos sinais nocivos (OLIVEIRA, C. M. B. et al.,2011).

Durante um processo inflamatério agudo e/ou crénico as citocinas, IL-1B, IL-6 e TNF-
a, sao consideradas fundamentais na geracdo da hiperalgesia e alodinia (ZARINGHALAM, J.
et al., 2010). Tais marcadores inflamatdrios foram os analisados no presente estudo, para que
a sua relagdo com o limiar nociceptivo de animais dpocitico pudesse ser elucidada.

A dor inflamatéria ocorre por danos no tecido, devido aos estimulos nocivos
(quimicos, fisicos, mecanicos), constituindo um desequilibrio na homeostase, o qual perturba
a integridade do tecido e dispara uma resposta mediada por células efetoras, que liberam
mediadores quimicos, e sensibilizam a via periférica. (HARGREAVES; RUPAREL, 2016;
KANDEL et. al., 2000).

Liberados por macrofagos, mastdcitos, linfocitos dentre outros, diversos
neuromediadores inflamat6rios ativam o0s nociceptores (fibras nervosas tipos Ad ¢ C),
facilitando a transmissdo dolorosa e alteracdes inflamatdrias periféricas, levando con-
sequentemente ao quadro de hiperalgesia (BASBAUM; BUSHNELL,2003).

Estudos demonstram que a ocorréncia de traumas, de processos inflamatorios, de
infeccdes virais, de distlrbios enddcrinos dentre outros, contribui de forma evidente para
estimulacdo persistente do sistema nervoso (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE;
2006).

Na persisténcia do estimulo agressivo local, as células da glia as quais possuem
propriedades autoreguladoras perdem a capacidade de manter a homeostase bioquimica,
fazendo com que o neurdnio perca a funcdo celular e morte programada (KRAYCHETE;
CALASANS; VALENTE; 2006). Tal fato pode justificar os achados encontrados no presente
estudo, onde a persisténcia de citocinas pré-inflamatorias oriundas do processo inflamatério
sisttmico da DPOC poderiam ser 0s responsaveis pela percepcao do estimulo nocivo alterado.

Citocinas pro-inflamatorias ativam a via nociceptiva, os neuromediadores periféricos
facilitam a despolarizacdo da membrana neuronal por tempo prolongado, exacerbando a
hiperalgesia ou a alodinia. 1sso se deve pelo aumento da condutividade de canais de sodio ou
calcio, ou também pela reducdo do influxo de cloro ou potéassio para o meio intracelular
(KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE; 2006). Concordando como presente estudo, onde
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foi possivel encontrar niveis elevados de marcadores inflamatdrios, onde os animais
dpociticos reconheceram o estimulo térmico como nocivo de forma antecipada, quando
comparado com 0s animais sem a doenca.

Lesdes as quais acometem o SNP sdo capazes de modificar tanto a fisiologia quanto a
anatomia do SNC com hiperatividade celular, predominantemente no corno dorsal da medula
espinhal, no tdlamo e no cortex cerebral (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE; 2006).

Corroborando com as justificativas do estudo em questdo, Woolf e Salter (2000) ja
descreviam que as alteracdes na expressdo de canais i6nicos, de sinapses e nos receptores das
células nervosas sdo capazes de promover mudangas em neurotrasmissores e
neuromediadores, permitindo que neurdnios centrais e/ou periféricos atinjam o limiar para
despolarizacdo mais precocemente, gerando descargas ectopicas que se amplificam e ativam
células vizinhas onde estimulos periféricos nociceptivos podem levar a uma sensibilizacédo
sinaptica classica, aumentando assim a resposta de fibras aferentes A e C (MILLAN et al.,
2002).

Para avaliacdo da dor inflamatdria o presente estudo utilizou o teste de pressdao
crescente na pata feito pelo von Frey, os resultados encontrados comprovam que houve
diferenca frente a resposta nociva nos ratos dpociticos que tiveram CFA aplicado na pata, uma
vez que quando comparados a animais sem a doenca pulmonar e injetados com CFA, os
animais com DPOC tiveram uma resposta exacerbada, sugerindo que 0s marcadores
inflamatdrios que se encontram elevados nos individuos com doenca podem ter contribuido
para que resposta frente o limar de pressdo. A hiperalgesia aguda induzida pelo CFA é
frequentemente recomendada para modelos animais. Corroborando com os achados do
trabalho aqui apresentado, autores relatam que animais com injecdo de CFA apresentam
niveis elevados de IL-6 no soro, associado a hiperalgesia e edema da pata durante a primeira
semana apos a injecdo, indicando que a elevacdo desse marcador contribuiu para surgimento
da dor e do edema (ZARINGHALAM, et al.,2008).

Niveis elevados de IL-6 no soro podem ser os responsaveis pela secrecdo de alguns
neurotransmissores tais como, substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina,
contribuindo para ativagdo dos mesmos (RUZEK, et al., 1997).

De acordo com Fonseca et al., (2009) na inflamacéo induzida pelo CFA a IL-6 parece
ser de grande importancia visto que a mesma tem um participacdo na inducdo do processo
inflamatorio e da geragdo da dor (ZARINGHALAM, et al., 2010).

A estimulacéo feita pela IL-6 sobre as fibras aferentes de nociceptores pode causar

hiperalgesia durante a inflamacédo (ZARINGHALAM, et al., 2010). Assim como no presente
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estudo, onde os animais dpociticos do grupo dor inflamatoria apresentaram limiar de pressao
inferior quando comparado com animais sem a patologia quando ambos tiveram CFA
aplicado, sugerindo que ocorreu uma somatizacdo de células pro-inflamatdrias contribuindo
para exacerbacdo do reconhecimento do estimulo mecanico, contudo outros marcadores
apresentaram-se aumentados, ndo somente a IL-6, como descrito acima, mas também as IL-13
e TNF-a.

A inflamacéo induzida pelo CFA ocorre em 2 fases, sendo fase precoce ( aguda) e
tardia ( cronica) (PHILIPPE, et al., 1997). Na fase aguda, diferentes mediadores séo liberados
como histamina, serotonina e quinina, os quais migram para o local da lesdo (MALEKI, et al.
2001). Apds a indugdo com o CFA a inflamagdo vem acompanhada pelo aumento de radicais
livres e de citocinas (ZARINGHALAM, et al.,2008). A fase tardia é caracterizada pelos
eventos imunoldgicos mediados por células (PATIL, et al., 2009).

Durante um processo inflamatério agudo e ou crénico as citocinas: IL-1B, IL-6 € TNF-
a, sdo as principais responsaveis pelo surgimento da hiperalgesia, e assim pela sensibilizagdo
neuronal (ZARINGHALAM, J. et al., 2010).

A sensibilizacdo ocorre quando nociceptores sdo expostos aos produtos oriundos do
dano tecidual e da inflamacdo (cascata inflamatoria), como histamina, bradicinina, citocinas e
TNF-a (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os mediadores liberados na resposta inflamatdria, referentes a dor e/estimulo nocivo,
sdo divididos em mediadores hiperalgésicos intermediarios que sdo liberados no inicio e
durante a inflamacéo, e mediadores hiperalgésicos finais, que fazem interacdo direta com seus
receptores especificos ou nociceptores de neuronios aferentes primérios, provocando sua
sensibilizacdo/estimulacdo segundo Cunha et al., (2007), gerando assim, uma reducdo do
limiar de excitabilidade neuronal, aumento da atividade espontanea da célula nervosa e
aumento da frequéncia de disparo por uma resposta a estimulos supralimiares (WALL,;
MELZACK, 1999). Tais evidéncias podem justificar os resultados encontrados no presente
estudo, onde o grupo DPOC apresentou alteracdo da resposta ao estimulo nocivo (teste Tail
Flick), evidenciando a presenca de uma inflamacdo sistémica capaz de alterar no limiar
nociceptivo em ratos.

A dor que tem como origem o processo inflamatorio € resultado da participacdo dos
mediadores inflamatdrios oriundos do tecido danificado, com o0s neurdnios sensoriais
periféricos (ALEY et al., 2000). Fato este que pode justificar os resultados encontrados no
teste de von Frey. Tais mediadores ndo somente sensibilizam os nociceptores como podem

também desencadear a propria resposta nociva (FERREIRA et al., 2010). Assim devido a
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sensibilizagdo dos nociceptores, a chance de estimulos anteriormente in6cuos se tornarem
nocivos sdo maiores (ALEY et al., 2000; FERREIRA et al., 2010), ocorrendo modificagdes
funcionais nos neurbnios aferentes primarios nociceptivos permitindo o surgimento da
hiperalgesia inflamatéria (FERREIRA, 2008). Corroborando com o presente estudo, onde
uma possivel sensibilizacdo dos nociceptores ocorreu devido a inflamag&o sistémica oriunda
da DPOC.

Os mediadores responsaveis por tal sensibilizacdo sdo divididos em dois grupos:
mediadores hiperalgésicos intermediarios e os mediadores hiperalgésicos finais.

Os mediadores hiperalgésicos intermediarios sdo liberados no inicio e durante o
processo inflamatdrio, onde libera outros mediadores intermediarios. Os hiperalgésicos finais
se ligam a receptores especificos dos neurbnios aferentes primarios, levando a modificacdes
no limiar de ativacdo destas células nervosas (FERREIRA, 2008; LEVINE, 1999; ALEY et
al., 2000).

Destacam-se como mediadores hiperalgésicos finais os eicosandides (prostaglandinas
e prostaciclinas), a serotonina, as aminas simpaticas, os leucotrienos, o fator de agregacéo
plaquetaria e a histamina (FERREIRA, et al., 2010).

A ativacdo e estimulacdo persistente de nociceptores, decorrente da leséo tecidual
observada durante o processo inflamatorio acarreta em alteragGes pléasticas no tecido nervoso
periférico e central (SCHOLZ; WOOLF, 2002; HOLDEN; P1ZZI, 2003), concordando com
0s resultados encontrados nesse trabalho.

Estudos descrevem a relacdo existente entre a funcdo neuroimune e a nocicepcao isso
se deve ao fato de que as citocinas, quimiocinas e neurotrofinas estdo envolvidas no inicio e
na manutencdo das sindromes dolorosas cronicas, principalmente a dor neuropética
(KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE; 2006).

O modelo de dor neuropatica que promove alteracbes no SNP através de uma lesdo ou
ligadura de nervos periféricos resulta em quimiotaxia de amebdcitos para o local e
consequentemente liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1p ¢ o TNF (FOROUD;
VESAL, 2015). Corroborando com os achados do presente estudo, onde os animais
pertencentes ao grupo dor neuropdticas que ndo sofreram a contricdo do nervo ciatico ndo
apresentaram diferencas quanto ao limiar de pressdao, porém o0s animais 0s quais sofreram a
cirurgia do CCI apresentaram um limiar de pressao inferior. No entanto, quando comparados
0s animais sem a patologia que sofreram a CClI e dpocicos, foi possivel observar que ambos
tiveram alteragdo do limiar de presséo, porém para aqueles com os niveis de marcadores ja em

maior quantidade (animais com DPOC) tal limiar sofreu alteragdo de forma mais expressiva,
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atingindo valores menores, sugerindo que as citocinas presentes no DPOC foram capazes de
ampliar a resposta do estimulo de nocicepgdo mecénica.

CUI e colaboradores (2000) em seu estudo analisaram varios modelos de compresséo
nervosa, evidenciando assim um aumento na expressao dos niveis de IL-6 € TNF-a em ratos
com alodinia em relagdo aos animais higidos, correlacionando o aumento de tais citocinas
com a intensidade do quadro patoldgico do modelo de dor neuropética, corroborando com o
trabalho atual, onde foi possivel observar também o aumento de tais marcadores em animais
que sofreram a cirurgia CCI, contudo os niveis foram ainda maiores nos animais dpociticos 0s
quais sofreram a cirurgia.

Com a sensibilizacdo da via, o neurbnio tende a disparar descargas elétricas
subsequentes mesmo ao breve estimulo intracelular, fazendo com que ocorra a despolarizacao
neuronal (FARGHALY; MAHMOUD; ABDEL-SATER, 2016). Sd8 mecanismos que
aumentam a sensibilidade de nociceptores mecanicos, desencadeando reflexos imediatos a
estimulos agressivos posteriores, fazendo com que ocorra uma reducdo do limiar para resposta
nociceptiva anteriormente indcuas (FOROUD; VESAL, 2015).

O TNF é umas das citocinas analisadas no presente estudo, a mesma tem a capacidade
de iniciar a cascata inflamatoria, ativando outras citocinas contribuindo para eficacia da
mesma (ABDEL-SATER, 2016; FARGHALY; MAHMOUD), vérias celulas podem liberar
tal citocina, inclusive as de Schwann, seus efeitos acontecem através da interacdo com o
receptor do TNF tipo | (STNRF1), os quais tem sua expressdo aumentada apés a leséo
neuronal (HOMMA,; BRULL; ZHANG,2003). Tal marcador inflamatoério no presente
apresentou-se com niveis mais elevados apo6s a inducdo da DPOC em todos os modelos de
dor, tanto o fésico, quanto inflamatdrio e neuropatico.

Este fato pode ser justificado, visto que 0 TNF-a estimula fibras nervosas periféricas
do tipo C, reduzindo seu limiar de ativacdo frente a estimulos mecéanicos, gerando alodinia
mecénica. O mesmo aumenta as correntes idnicas dos canais de sodio, atuando também na
condutancia dos canais de potassio afetando a capacidade das células gliais, resultando em
maior vulnerabilidade neuronal (OLIVEIRA, et al., 2011).

No presente estudo foi possivel observar que apos a instalagdo do enfisema os niveis
de alguns marcadores inflamatorios dentre eles a IL-1p apresentaram-se aumentados.
Segundo Oliveira e colaboradores (2016) sdo necessarias doses repetidas de elastase para que
as manifestacGes sistémicas da DPOC se manifeste e assim, marcadores inflamatorios
pudessem ser encontrados a nivel sistémico, discordando do presente estudo onde fizemos a

instilacdo Unica de 6 U PPE, e apds 21 dias foi possivel observar alteragdes tanto no limiar
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nociceptivo quando nos niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a nos ratos com DPOC. Tal diferenca
pode ser justificada, pois o presente estudo foi feito em ratos Wistar machos, enquanto que o
estudo feito em 2016 utilizou camundongos fémeas (CRUZ et al., 2012; OLIVEIRA, et al.,
2016).

Segundo Oliveira e colaboradores (2016), a primeira instilacdo (0,2 U) de elastase
levou ao um numero aumentado de células mononucleares no parénquima pulmonar, a
segunda dose (mais 0,2 U, total de 0,4) resultou em alvéolos hiperinflados, com aumento da
intercepcdo linear média e reducdo da fibra elastica no parénquima pulmonar; a terceira
instilacdo (mais 0,2 U, total de 0,6) levou ao aumento de neutrdfilos e de fibras de colageno
nos septos e vias aéreas, enquanto que a elasticidade pulmonar estatica foi reduzida, e entéo
somente apds a quarta instilacdo (mais 0,2 U, total de 0,8) foi possivel observar 0 aumento na
porcentagem de macréfagos no pulmdo onde os niveis de IL-1pB tiveram niveis elevados,
discordando dos achados encontrados no trabalho atual, onde os niveis de IL-1 B se
apresentaram elevados ap6s uma Unica instilacdo de elastase, e associados a tal evento houve
também alteracdo do limiar nociceptivo, evidenciando o papel dos marcadores inflamatérios
no disparo do estimulo nocivo. Uma limitacdo do presente estudo, a falta de histologia dos
pulmdes, € justificada pelo modelo robusto de DPOC pela elastase. Entretanto, amostras de
pulmdes de alguns grupos foram coletadas para analise posterior.

Contudo a administracOes de doses repetidas de elastase para o desenvolvimento do
enfisema experimental e suas consequéncias fisiopatoldgicas permanecem desconhecidas,
sendo necessarios mais estudos (OLIVEIRA, et al., 2016). Os resultados apresentados no
presente estudo mostraram que apo6s a instilacdo da elastase pacreética suina 0s animais
apresentaram niveis elevados de marcadores inflamatérios, o aumento da producdo e da
liberacdo desses mediadores, levam ao um estado de excitacdo na medula espinhal decorrente
da estimulacdo excessiva das fibras aferentes na qual induz uma reducdo do mecanismo
inibitério devido a perda de internerdnios inibitorios gabaérgico, ampliando mais o processo
doloroso (MILLAN, 2002). Gerando um estado de hiperexcitabilidade da via nociceptiva
(HUCHO; LEVINE, 2007; SALTER, 2000; WOOLF; COSTIGAM, 1999; WOOLF).

O conjunto de modificagbes tanto funcionais como estruturas do nociceptores
decorrente de uma les&o tissular é conhecido como neuroplasticidade. A eficacia da condugéo
sinaptica é descrito na literatura como sensibilizacdo, a mesma pode acometer tanto o sistema
nervoso central como o sistema nervoso periférico de pacientes com exposi¢do cronica de
agentes agressores no sistema nervoso (WOOLF; SALTER, 2000). Como em dpociticos,

onde a exposicdo cronica de marcadores inflamatdrios sisttmicos como IL-1, IL-6 e TNF-a,
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sdo capazes de alterar a percepgdo nociceptiva, tal fato foi encontrado no presente estudo,
onde animais os quais tiveram o enfisema induzido por elastase, além de apresentarem niveis
aumentados de tais marcadores, 0s mesmo também tiveram respostas diferentes frente ao
estimulo mecénico, animais dpociticos além de apresentarem limiar de laténcia inferior (Tail
Flick), os mesmos também apresentam um limiar de presséo reduzido quando comparado com
animais sem a patologia que passaram pelos mesmos procedimentos tanto de inducdo de

hiperalgesia por CFA quanto que pelo CCI.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados é possivel verificar que os animais dpociticos
apresentam niveis elevados de marcadores inflamatorios, sendo eles IL-1B, IL-6 e TNF-a.
Animais com DPOC apresentam respostas alteradas frente ao estimulo nocivo, a0 mesmo
tempo em que os niveis de citocinas se encontravam elevadas, sugerindo que a patologia em
questdo além promover manifestacdes pulmonares, o processo inflamatorio sistémico oriundo
da DPOC interfere na percepc¢édo do estimulo nocivo.

Contudo foi possivel observar uma modificacdo somente na presenca do estimulo
tanto do CFA quanto da CCl, indicando que na presenca do processo inflamatorio local ou em
uma neuropatia as citocinas sistémicas provenientes da DPOC se somariam causando uma

exacerbacdo do estimulo mecanico.
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