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RESUMO

Torres JNL. Expressao génica e proteica de receptores purinérgicos (P2X) em
pele, musculo e ganglios da raiz dorsal em modelo de incisdo plantar em ratos
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo; 2022.

A dor aguda pos-operatoria de intensidade moderada ou forte ainda é de alta
prevaléncia. O seu tratamento adequado melhora a experiéncia do paciente,
diminui a morbidade pds-operatéria e reduz os custos do tratamento. A
fisiopatologia da dor pds-operatoria ainda ndo € completamente entendida,
mesmo com os modelos experimentais que vem sendo propostos. Diversos
receptores estdo envolvidos na transducdo ou modulagdo do sinal doloroso.
Uma das familias de receptores envolvidos é a dos receptores purinérgicos
P2X, que media a agao nociceptiva do ATP e esta envolvida em dor crénica,
neuropatica e inflamatéria. O objetivo do estudo foi avaliar a expresséo génica
de mRNA dos receptores purinérgicos da familia P2X nos géanglios da raiz
dorsal de L3, L4 e L5, musculo e pele da pata de rato em modelo de dor pds-
operatéria; e avaliar a traducao de P2X4 e P2X3 no mesmo modelo. Foi usado
modelo de dor incisional e estudados os comportamentos dolorosos
associados: guarda de pata e hiperalgesia mecanica e térmica. Foram obtidos
tecidos dos ganglios das raizes dorsais de L3, L4 e L5, pele e musculo da pata
incisionada. Foi realizado RT-PCR quantitativo por transcricdo reversa e ensaio
imunoenzimatico. Resultados: Na pele, P2X4 teve aumento em sua expressao
apo6s 12 e 48 horas, voltando a valores basais no quinto dia pds incisdo. P2X3
apresentou diminui¢ao, que foi significativa, em sua expressao no 1° e 5° dias,
assim como P2X7 que teve diminui¢cdo significativa no 1°, 5° e mantinha-se
com expressao diminuida no 10° dia pés incisdo. Em musculo, houve aumento
do P2X4 apos 12h e 2° dia . No 10° dia a expressao ainda era maior que o
valor basal. P2X6 diminuiu em todos os momentos. P2X3 aumentou no 2° e 5°
dias, no 10° dia o valor era préximo ao basal. Os outros receptores purinérgicos
nao tiveram alteragbes significativas em suas expressdes. Houve diminuicao
importante da expressao de mRNa de P2X3 no ganglio da raiz dorsal entre 1° e
5° dia e entre 1° 4h e 10° dia. Expressdes do mRNa de P2X4 e P2X7 nao se
alteraram durante o periodo avaliado. Expressao proteica de P2X4 no ganglio
da raiz dorsal aumentou nas 48h comparado ao valor basal. Expressao
proteica de P2X3 no ganglio da raiz dorsal ndo mostrou modificagédo relevante
no periodo avaliado. Conclusao: O modelo de dor pds-incisional em pata de
ratos causou aumento da expressdo génica e proteica de receptor P2X4 em
ganglio da raiz dorsal, pele e musculo, inferindo sua participacdo no
mecanismo de dor pos-operatoria aguda. Ainda mais estudos sao necessarios
para comprovar a participacdo dos receptores purinérgicos no mecanismo de
dor aguda pods-operatéria.

Palavras-chave: Dor aguda. Hiperalgesia. Receptores purinérgicos. Ratos.
Reacdo em cadeia da polimerase. Western blotting. Dor pds-operatoria.



ABSTRACT

Torres JNL. Gene and protein expression of purinergic (P2X) receptors in skin,
muscle and dorsal root ganglia in a rat plantar incision model [thesis]. Sao
Paulo: Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo; 2022.

Acute postoperative pain of moderate or severe intensity is still highly prevalent.
Proper treatment improves the patient experience, decreases postoperative
morbidity and reduces treatment costs. The pathophysiology of postoperative
pain is still not completely understood, even with the experimental models that
have been proposed. Several receptors are involved in the transduction or
modulation of the pain signal. One of the receptor families involved is the
purinergic P2X receptors, which mediate the nociceptive action of ATP and are
involved in chronic, neuropathic and inflammatory pain. The aim of the study
was to evaluate the mRNA gene expression of the purinergic receptors of the
P2X family in the dorsal root ganglia of L3, L4 and L5, muscle and skin of the
rat paw in a model of postoperative pain; and to evaluate the translation of
P2X4 and P2X3 in the same model. An incisional pain model was used and the
associated painful behaviors were studied: paw guarding and mechanical and
thermal hyperalgesia. Tissues were obtained from the dorsal root ganglia of L3,
L4 and L5, skin and muscle of the incised paw. Quantitative RT-PCR was
performed by reverse transcription and enzyme immunoassay. Results: In the
skin, P2X4 had an increase in its expression after 12 and 48 hours, returning to
baseline values on the fifth day after incision. P2X3 showed a decrease, which
was significant, in its expression on the 1st and 5th days, as well as P2X7,
which had a significant decrease on the 1st, 5th and remained with reduced
expression on the 10th post-incision day. In muscle, there was an increase in
P2X4 after 12h and 2nd day. On the 10th day, the expression was still higher
than the baseline value. P2X6 decreased at all times. P2X3 increased on the
2nd and 5th days, on the 10th day the value was close to baseline. The other
purinergic receptors had no significant changes in their expressions. There was
a significant decrease in P2X3 mRNA expression in the dorsal root ganglion
between the 1st and 5th day and between the 1st and 4th day. P2X4 and P2X7
MRNA expressions did not change during the period evaluated. P2X4 protein
expression in the dorsal root ganglion increased at 48h compared to baseline.
Protein expression of P2X3 in the dorsal root ganglion showed no relevant
modification in the period evaluated. Conclusion: The post-incisional pain model
in rat paws caused an increase in P2X4 receptor gene and protein expression
in dorsal root ganglion, skin and muscle, inferring its participation in the
mechanism of acute postoperative pain. Even more studies are needed to
prove the role of purinergic receptors in the mechanism of acute postoperative
pain.

Keywords: Acute pain. Hyperalgesia. Purinergic receptors. Rats. PCR. Western
blotting. Postoperative pain.
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1. INTRODUGAO

A dor pds-operatéria é uma forma unica e comum de dor aguda.
Evidéncias indicam que o tratamento apropriado e suficiente da dor pés-
operatéria diminui a morbidade perioperatéria, contribui para o retorno precoce
as atividades laborais, bem como acelera a alta hospitalar, diminuindo custo
total do tratamento ((1)(2)). Sabe-se também que o alivio da dor pds-operatoéria
tem efeito de longo prazo, como a diminui¢do no risco do desenvolvimento de
dor pos-operatéria cronica (3-5). Entretanto, apesar do desenvolvimento de
novas técnicas e farmacos para analgesia pos-operatoria, entre 50 e 70% dos
pacientes ainda sentem dor moderada ou intensa ao longo do periodo pos-
operatorio (6)(7). Em parte, isso é explicado pelo incompleto conhecimento dos
mecanismos envolvidos na génese e manutengdo da dor pds-operatéria. Ao
longo dos anos, foram desenvolvidos modelos experimentais de dor pos-
operatédria, na tentativa de torna-los proximos da dor pés-operatéria clinica, de
maneira a aumentar o conhecimento sobre os mecanismos neurofisiologicos e
farmacoldgicos da dor. Existem modelos de dor pods-toracotomia (8), dor

visceral (9) e de dor somatica incisional (10,11).

A dor pods-operatoria experimental apresenta componente de dor
espontanea e de dor apds estimulagdo, de maneira semelhante ao que se
observa na pratica clinica, onde os pacientes operados apresentam dor
espontanea durante o repouso, geralmente de curta duragao, de intensidade
moderada e de boa resposta com uso de opioides ou anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs) e dor relacionada ao movimento, geralmente tosse,
mobilizacdo ou deambulacgdo, dor, normalmente, mais intensa, prolongada e de

mais dificil tratamento (12).

A incisdo cirurgica leva a sensibilizagdo de nociceptores, principalmente
a estimulos térmicos e mecanicos. Os nociceptores estdo, normalmente,
presentes em fibras A-delta e C, fibras ligadas a transdugdo e condugdo do

estimulo doloroso até o sistema nervoso central. Paralelamente a
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sensibilizagdo, ocorre a conversdao de nociceptores mecanoinsensiveis,
localizados em fibras A-delta, em nociceptores mecanossensiveis (10). Nao se
pode classificar a dor pds-operatéria, simplesmente, como sendo inflamatdria,
como tem sido classificada ao longo do tempo (13). E aceitavel se considerar
que a sensibilizacdo que ocorre nos aferentes primarios promova uma
disfuncéao transitéria na fungdo neuronal, considerada como lesdo neuropatica,
e possivelmente um componente neuropatico na dor pos-operatoria. Respostas
semelhantes a inflamagcdo s&o induzidas pela lesdo tecidual e sao,
provavelmente, diferentes da inflamagcdo imunomediada ou por substancias
irritativas (como formalina e capsaicina) (10,14). A hiperalgesia secundaria,
definida como um aumento da nocicepg¢ao a estimulos mecanicos, que ocorre

na area adjacente a incisdo, esta presente apos a incisdo cirurgica e €

secundaria a sensibilizacdo central no corno dorsal da medula.

A dor pés-operatoria envolve diferentes tipos de receptores nociceptivos
(mecéanico, quimico, térmico) e os papeéis dos principais transdutores da
nocicepgao na génese e manutengcdo da dor pds-operatéria ainda ndo sao
adequadamente conhecidos.

A dor é iniciada quando estimulo nociceptivo térmico, mecanico ou
quimico ativa as terminagdes nervosas de aferentes primarios especializados
conhecidos como nociceptores, a maior parte consistindo de fibras C, estes de
pequeno diametro, ndo mielinizadas e fibras de médio diametro, finamente
mielinizadas, fibras A-delta (15-17). Essas fibras transmitem o estimulo
nociceptivo para o sistema nervoso central, onde ocorre a percepcgao,
interpretacdo, expressdo da dor e dos comportamentos dolorosos. Sabe-se
que diversos tipos de receptores ionotrépicos e metabotropicos estao
envolvidos nesse processo (18,19). A fungéo principal dos nociceptores ocorre
na fase inicial, na transdugdo do estimulo nociceptivo em sinal neuronal que
desencadeara o potencial de agao, transmitindo pelo aferente primario a

informagéao nociceptiva.

A transducéo é feita, principalmente, através de canais catibnicos que

incluem a familia dos canais TRP (Transient Receptor Potential), canais ASIC
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(Acid Sensing lonic Channel) e P2X. A abertura dos canais ou ativagdo de
receptores leva a entrada de cations gerando a despolarizagdo necessaria para
ativacédo dos canais de sddio voltagem-dependente e, portanto, do potencial de
acao(20).

Sensory ganglia

Dorsal horn of spinal cord \PAIN

=

2 Satellite

Brain

Second-
order
neuron

P2X3 P2X2/3 P2X4 P2X7

Figura 1- Figura esquematica da distribuicdo dos receptores P2X durante transmissao
nociceptiva. Fonte: Bernier LP, Ase AR, Séguéla P. P2X receptor channels in
chronic pain pathways. Br J Pharmacol. 2018;175(12):2219-30.

Receptores P2X fazem parte de uma familia de ligantes i6nicos (P2X1-
7). Até o momento foram descritos sete subtipos de receptores, todos ativados
por ATP, que promovem diferentes efeitos fisiolégicos. Os receptores
purinérgicos foram descritos inicialmente por Geoff Burnstock em 1978 e
depois foram subdivididos em P2X e P2Y, em 1985, por Burnstock e Kennedy
apos aplicarem critérios farmacologicos através dos dados gerados em estudos
experimentais com musculo liso (21). ATP € uma molécula reconhecida como
central no processo do metabolismo celular, mas também participa como
agonista dos receptores purinérgicos, quando liberado no meio extracelular
durante processos fisioldgicos e processos de lesdo ou estresse celular (22).
Em tecidos saudaveis a concentracdo homeostatica extracelular de ATP
encontra-se baixa, pela agdo das enzimas nucleotidases soluveis e as ligadas

a membrana que degradam o ATP (23,24).
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Os receptores P2X podem ser do tipo homotrimeros ou heterotrimeros,
sdo canais idnicos nao seletivos permeaveis ao Na*, Ca*™ ou K*. Entre os
receptores purinérgicos ainda existem os receptores P1 (ativado por
adenosina) e P2Y (ativado por ATP), ambos metabotropicos, que também
participam da homeostase celular e participam da alga regulatoria durante a
acao do P2X (21-40). A afinidade do ATP aos subtipos de receptores P2X &
variavel. P2X3 tem afinidade maior ao ATP que o P2X7, no entanto, todos os
subtipos sao antagonizados pelo PPADS (antagonista inespecifico) (40).Esses
receptores participam de diversas atividades fisiologicas como: fungdes
vesicais, respiragdo, transmissdo neuromuscular, gustagdo, formagao e
reabsorcdo Osseas, regulagdo da pressao arterial, fertilidade masculina.
Também estdo envolvidos na fisiopatologia de diversos outros processos
patologicos como dor crénica, dor inflamatoria e dor neuropatica. (25,26)

A expressao dos receptores P2X esta aumentada apos lesao nervosa
(22,27,28), na lesdo da medula espinhal (28,29) e em respostas inflamatorias
(23,24,29).

Os receptores P2X2 estdo presentes no sistema nervoso central e
periférico e em outras células ndo neuronais. No sistema nervoso, estao
relacionados a transmissdo sensitiva e modulagdo da fungdo sinaptica. No
SNC, P2X2 é expresso no cértex, cerebelo, hipotalamo, corno dorsal da
medula, entre outras regides (30,31). E expresso no ganglio da raiz dorsal e
em neurdnios de pequeno a medio diametro (32).

O canal P2X3 tem sido reconhecido como tendo papel importante na
mediacao dos efeitos do ATP nos aferentes primarios, principalmente em fibras
C (33). Esta envolvido em diferentes tipos de dor, inflamatéria (formalina,
carragenina), neuropatica (constricdo de nervo ciatico), dor visceral e dor por

metastase ossea (34-37).

O receptor P2X3 possui agao sinérgica local com outros canais idnicos

em nociceptores que contribuem no desenvolvimento da hiperalgesia (38) e
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alodinia (39). Seus receptores pré-sinapticos presentes no corno dorsal da

medula mediam a liberagao de glutamato.(40)

O receptor P2X4 é expresso em varios tipos de células, entre elas
neurénios e células da glia do SNC (41), e esta associado ao desenvolvimento
de dor neuropatica (42) e a dor inflamatéria (43-45). Também tém sido
identificados no endotélio vascular, células linfoides, eosindfilos e mastécitos,
com envolvimento na degranulagdo mastocitaria (28).Nos ultimos anos tem se

dado atengao ao receptor na génese e percepc¢éo da dor crbnica (23,28,46).

Cada vez mais se mostra a participagdo da microglia na fisiopatologia da
dor, principalmente na dor neuropatica. O aumento da expressao do P2X4 no
corno dorsal da medula tem papel importante no mecanismo de alodinia em
modelos de lesdo de nervo periférico (47). Os receptores P2X4 encontram-se,
preferencialmente, nos lisossomos das células, em sua forma inativa (pH
baixo). Ativam-se diante da alta concentragdo de ATP, quando pH esta acima
de 7,4. (44)

Os antagonistas inespecificos do P2X4, como o PPADS e o Azul reativo,
muitas vezes tém seletividade para alguns subtipos de P2X, visto em

experimento com células expressando P2x4 em ratos (32).

A neuroinflamacdo ocorre, de maneira ampla, por uma resposta
inflamatoria proveniente do SNC (48). Muitas vezes, associado a danos
neuronais, degradagcdo do tecido neuronal e aparecimento de disturbios
neurodegenerativos, aspectos positivos da resposta neuroinflamatéria também
foram identificados, como remodelacdo de macréfagos induzida por lesdo e
promogéo do reparo axonal (49) Essa resposta é mediada principalmente pela
ativacdo da microglia e dos astrocitos, que liberam citocinas pro-inflamatérias,
quimiocinas e mensageiros secundarios, enquanto o endotélio e as células
imunes periféricas em circulacdo desempenham um papel importante na
regulagéo entre os mediadores das células imunes e o sistema nervoso central.

Os receptores P2X4 podem desempenhar papéis importantes na
perpetuacdo da dor crénica neuropatica apds lesdo do nervo periférico (50,51),
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lesdo cerebral pos-trauma (52) e modelos de dor 6ssea induzida pelo cancer
(53).

O receptor P2X7 € expresso em células de linhagem hematopoiética e
no SNC, ndo tendo sido descrito no aferente primario. Age na modulagdo da
dor neuropatica (54) e inflamatéria (55,56). A ativagdo de P2X7 ativa cascata
inflamatadria, via recrutamento de inflamassomas e liberagdo de IL- 1 Beta (57).
O papel dos receptores P2X7 na fisiopatologia da dor, independente das
células imunes é ainda algo nao esclarecido e digno de observagdo. Na dor
pos-operatoria, que envolve diferentes tipos de estimulacido nociceptiva
(mecénica, quimica ou térmica), os papéis dos receptores purinérgicos
presentes nas vias nociceptivas na génese como na manutencédo da dor pos-

operatéria ainda sdo pouco conhecidos.
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2. OBJETIVOS

e Estudar a expressdao génica de mRNAs dos receptores
purinérgicos P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7 em
pele e musculo em modelo de incisdo plantar em rato.

e Estudar a expressdao génica de mRNAs e sua tradugdo dos
receptores purinérgicos P2X3, P2X4 e P2X7 nos ganglios da
raizes dorsais de L3,L4 e L5 em modelo de incisdo plantar em
rato.

e Avaliar comportamento doloroso a nocicep¢gdo mecanica, térmica
e comportamento de guarda da pata apos uso de antagonista de
receptores purinérgicos.

e Estudar curva de concentragdo de ATP na incis&o plantar.
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3. MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Para uso de
Animais em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (FMUSP) sob o numero 064/16, em 2016.

Animais

O trabalho foi realizado na Faculdade de Medicina da Universidade de
S&o Paulo, nos Laboratérios de Investigacdo Meédica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, LIM 08 e LIM 29. Foram utilizados
ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar. Os animais
foram tratados de acordo com as diretrizes éticas para investigagbes de dor
experimental em animais conscientes da International Association for the Study
of Pain (IASP) (Zimmermann, 1983).

Modelo de dor incisional

Apos indugao e manutengao de anestesia geral com isoflurano a 2%, os
animais foram colocados em decubito ventral e, apds antissepsia local com
iodo povidine, foi realizada incisdo de 1,0 cm de extensdo na regido plantar da
pata traseira direita dos mesmos (58) visando pele e subcutédneo, com inicio
0,5 cm a partir do calcanhar. A seguir, fascia e musculo plantar foram elevados
e incisados longitudinalmente, sem lesdo da inser¢cdo do musculo. A incis&o
cirurgica foi fechada com dois pontos separados com fio de mononylon (5-0) e
sobre a inciséo foi colocado antibidtico topico. Esta técnica induz hiperalgesia

duradoura na area cirurgica e a cerca de 1cm da incisao.

Apos o despertar da anestesia, os ratos foram acondicionados em
caixas, posteriormente foram submetidos aos testes de hipersensibilidade

térmica, mecanica e teste comportamental que s&o descritos a seguir.
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3.1 Testes comportamentais

3.1.1. Guarding pain (guarda da pata)

O escore cumulativo de dor foi utilizado para avaliagcdo de dor
espontanea conforme descrito anteriormente (58). Os ratos foram colocados
sobre uma tela plastica elevada, com aberturas de 8x8 mm? e recobertos com
caixa plastica transparente. As patas traseiras com e sem incisdo foram
observadas pelo periodo de 1 minuto, e esse processo foi repetido a cada 5
minutos, durante 1 hora. Dependendo da posi¢ao da pata sobre os orificios da
tela eram atribuidas notas 0, 1 ou 2. Quando o peso do animal era sustentado
sobre a pata e se observavam areas esbranquicadas ao redor da area de
contato da pata com orificio da tela, atribuia-se nota zero. Quando a pata
encontrava-se totalmente sem contato com a tela, atribuia-se nota dois. Se a
area da incisao tocava de forma leve, sem areas esbranquicadas, a nota era
um. Somando-se as doze avaliagdes (0 - 24) para ambas as patas, a diferenca
entre os escores da pata incisada e nao incisada era o escore cumulativo de

dor para esse periodo.

3.1.2. Hiperalgesia térmica

O tempo de laténcia para a retirada da pata a emissdo de calor
(hiperalgesia térmica) foi obtido apds a aplicagcéo de fonte de calor radiante na
regido posterior da pata direita (local da incis&o) através de vidro temperado de
espessura de 3 mm, modelo de Hargreaves (60). O estimulo térmico foi através
de luz de uma lampada de 50 W com diametro de abertura de 6 mm. O tempo
de laténcia maximo para provocar a resposta de retirada da pata foi de 30
segundos para evitar lesao tecidual. Trés medidas com intervalos entre 5 e 10

minutos foram realizadas e a média dos trés valores foi utilizada.
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3.1.3. Hiperalgesia mecanica

O limiar de retirada da pata foi avaliado usando o algesimetro
eletronico Randall-Selitto (IITC 2500 Digital Paw Pressure Meter, IITC Life
Science, Woodland Hills, CA). Antes do teste, cada animal foi colocado,
durante 3 dias, no aparelho para se acostumar com a manipulagdo. O animal
era coberto com pano macio de algoddo como maneira de diminuir o estresse
da medicao. O teste consistiu na aplicagdao de uma forgca mecanica crescente,
na qual a ponta do aparelho foi aplicada na porcédo plantar da pata até que
houvesse a resposta de retirada. O ponto de aplicagao foi marcado com tinta
para manter o local em tentativas repetidas. A forga maxima aplicada foi

limitada a 250 g para evitar danos a pele.

3.2. Marcagao Tecidual de Receptores e Genotipagem
3.2.1.0btencao de tecidos

Os animais operados foram anestesiados com isoflurano 5% para a
obtengdo de amostras do musculo plantar, pele e géanglio de raiz dorsal. Em
seguida, foram submetidos a toracotomia e seccdo de atrios para
exsanguinacdo. Foi feita retirada a pele que envolvia a incisdo plantar e do
musculo plantar. Para retirada das amostras de géanglio de raiz dorsal,
rapidamente era realizada laminectomia lombar nos niveis de L3, L4 e L5 para
a retirada dos ganglios dessas mesmas raizes dorsais, ipsilaterais a inciséo
plantar. Todos os tecidos foram armazenados em solugdo de RNAlater®
(Ambion, Austin, TX) para preservacéo do RNA total.
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3.2.2. Obtencao do RNA

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA). DNA gendmico foi digerido usando kit Turbo free DNase
(Ambion, Austin, TX). RNA purificado foi obtido através do kit RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA). O RNA foi submetido a quantificacdo
espectrofotométrica com Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltman,
MA) para avaliar o grau de contaminagdo, e amostras com relacédo A260/A280
maior que 1,8 serdo utilizadas. Aleatoriamente foram selecionadas amostras
para analise da integridade do RNA com Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA), procurando-se picos de RNA ribossomais 18S
e 28S. As amostras coletadas de todos os tecidos foram congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a -80°C. Em seguida, as amostras foram
utilizadas para extragdo de RNA total utilizando o kit ReliaPrep RNA Tissue
Miniprep System (Promega, Madison, EUA), seguindo as instrugbes do
fabricante. A homogeneizagao dos tecidos foi realizada no equipamento Bead
Ruptor 24 (Omni Inc., Georgia, EUA), com microesferas de cerdmica de 1,4
mm de didmetro, a 5000 mpm por 30 s. Algumas amostras de RNA foram
selecionadas aleatoriamente para a verificagdo da integridade por eletroforese
capilar no equipamento. Utilizamos neste ensaio o gene GUSB
(Rn00566655_m1) como controle interno enddégeno. As sequéncias dos
primers e das sondas nao sao fornecidas pelo fabricante. Os ensaios utilizados
foram P2X3 (Rn00579301_m1), P2X4 (Rn00580949 m1), P2X7
(Rn00570451_m1) e GUSB (Rn00566655_m1).

A reagao de transcrigao reversa foi feita a partir de 0,5 pg de RNA total
usando SuperScript® First-Strand Synthesis (Invitrogen, Carlsbad, CA). A
transcrigdo reversa foi obtida a temperatura de 42 °C por 50 minutos, seguida
por 15 minutos a 70 °C e inativacdo de RNA com RNase H por 20 minutos a 37
°C.



26

3.2.3 PCR quantitativo (Real time PCR)

Em amostras de pele e musculo, os primers de P2X1, P2X2, P2X3,
P2X4, P2X5, P2X6, P2X7 foram desenhados e sintetizados como mostrados
na tabela 1 (IDT, Coralville, IA). Seu desenho garantiu que todos tivessem
melting temperatures semelhantes e que anelassem em éxons distintos, para

garantir a ndo contaminagdo genémica no momento da amplificagao.

Real Time PCR foi realizado em volume final de 25 pL. Os parametros
para a PCR foram de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C.
Cada amostra de cDNA foi amplificada em ftriplicata. As reagbes foram
realizadas no aparelho ABI PCR Model 7900HT (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Os dados dos produtos da PCR foram analisados pelo método AACt
descrito por Livak e Schmittgen, 2001(61).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1ug de RNA total, utilizando
oligonucleotideos complementares a cauda poli-A do mRNA e direcionadas
para a reacao de transcricdo reversa utilizando o kit ImProm-Il (Promega). A
analise de expressdo génica para P2X3, P2X4 e P2X7 no génglio da raiz
dorsal foi realizada pelo sistema de detecgdo Tagman (Applied Biosystems,
Warrington, UK).

As reagbes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento
StepOne Plus (Thermo-Fisher) e as quantificagbes relativas da expressao dos
genes avaliados foram realizadas utilizando a metodologia AACt e os
resultados apresentados em unidades arbitrarias.

3.2.4 Gene controle

Em trabalhos prévios, foram usados os genes de beta-glucuronidase
(GUSB), TATA box protein (TBP), GAPDH e RPL1 em tecidos submetidos ou
nao a incisdo como genes controle para estudo da expresséo de transdutores
nociceptivos, incluindo os P2X em pele e musculo. O gene que apresentou a

menor variagdo entre os diferentes tecidos estudados e menor variagado entre
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tecidos com e sem incisdo foi o TBP. Por isso, este foi utilizado como gene de
expressao constitutiva (housekeeping gene) no presente estudo, juntamente
com o gene GUSB, que também apresentou variagéo limitada.

Gene Numero de “Primer forward” “Primer reverse”
acesso no
Genbank
P2X1 NM_01 AAG-ATC-CCA-AGC-CCT-GCT-CTT- GAA-GCG-TGG-AAA-GCT-GAT-GCT-GTT
2997 CTT
P2X2 NM_05 TGG-ACA-GGC-AGG-GAA-ATT-CAG- TGG-AGT-ACG-CAC-CTT-GTC-GAA-CTT
3656 TCT
P2X3 X91167 GGA-ACG-CTG-GCA-AGT-TCA-ACA- TGA-TGT-CAC-AGA-GAA-CAG-TGC-CCA
TCA
P2X4 NM_03 ACA-AGA-ATC-CTC-CTG-CTT-CTG- ATA-GGG-TGG-AAG-AAC-GTC-TTG-CGT
1594 CCT
P2X5 X97328 TTC-AAC-CGC-CTG-GAC-AAC-AAA- AGG-GTC-ACG-GTA-ATA-CCT-GGC-AAA
CAC
P2X6 X97376 GAC-TGG-AGA-GGG-GGT-TGG-GGT- AGG-CAG-GTG-CTT-CAG-AAT-AGG-TTG
AAT
P2X7 NM_01 ACA-CAG-TCT-GAC-GCC-TCA-TTG- ACC-TGC-AAT-TCC-AGT-TCC-AGG-AGA
9256 CTA
TBP Nm_00 CGA-TAA-CCC-AGA-AAG-TCG-AA AGA-TGG-GAA-TTC-CAG-GAG-TC
100419
8
GUSB NM_01 GTG-GGG-ATA-ATG-ACT-TGC-AG GGA-ACC-CCT-GGT-AGA-ACA-GT
0368

Tabela 1. Sequéncias de pares de primers para amplificacdo das sequéncias dos

genes da familia P2X e dos genes de expressao constitutiva (TBP e GUSB).
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3.2.5 Protocolo experimental

Estudamos a expressao dos receptores P2X1, P2X2, P2X3, P2X4,
P2X5, P2X6, P2X7 na pele, musculo plantar da pata submetida a incisdo

plantar nos seguintes momentos:

Antes da incisdo (SHAM)

o 12 horas ap06s a inciséo,

. primeiro dia de pos-incisao (POD1),
J segundo dia de pos-incisdo (POD2),
. quinto dia de pés-incisdo (PODS5),

. décimo dia de pos-incisdo (POD10).
Em cada momento foram estudados seis animais por grupo.

No estudo da expressdo em ganglios, avaliou-se a expressédo do
P2X4, em virtude do aumento periférico observado nos estudos em pele e
musculo, de P2X3 e P2X7.

3.2.6 Western Blotting

As amostras de tecido foram coletadas e armazenadas como descrito
para os experimentos de RT-PCR em tempo real. As amostras para a
realizagcdo da expressdo proteica foram homogeneizadas em tamp&o de
homogeneizacdo T-PER (Thermo Fisher Scientific) contendo coquetel de
inibidores de proteases e fosfatases (Thermo Fisher Scientific). A
homogeneizagao foi realizada com o equipamento Bead Ruptor 24 (Omni Inc.),
com microesferas de ceramica de 1,4 mm de diametro, a 5000 mpm
(movimentos por minuto) por 45 s. O homogenato foi centrifugado a 13.400 g
por 10 min a 4°C e o sobrenadante utilizado para a determinagdo da
concentracéo de proteinas utilizando o reagente Pierce 660 nm (Thermo Fisher
Scientific). Quantidades equitativas de proteina foram aplicadas a gel com
gradiente poliacrilamida 4-20% em SDS-PAGE (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e
transferidos para membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad). O bloqueio
foi realizado com BSA 3%. As membranas foram incubadas overnight a 4°C
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com os anticorpos primarios anti-P2X3 (Thermo Fisher Scientific, PA5-77682),
anti-P2X4 (Thermo Fisher Scientific, PA5-77663) anti-AMPK fosforilada (Cell
signaling, Danvers, EUA, 4188), anti-PKCa fosforilada (Santa Cruz, Dallas,
EUA, sc-12356), seguidas da incubagdo com anticorpo secundario conjugado a
HRP por 1 h. A revelagéo foi realizada com Clarity Western ECL (Bio-Rad). O
sinal quimioluminescente, por sua vez, foi detectado pelo sistema digital de
aquisicdo de imagens ALLIANCE 4.7 (UVITEC) e quantificado por analise
densitométrica com o software Image J. O sinal quimioluminescente de cada
proteina alvo foi normalizado pela coloracdo de proteinas Ponceau e os

resultados expressos em unidades arbitrarias.

Foram estudadas a traducdo de P2X3 e P2X4, genes com maior

variagdo em estudos prévios de expressao génica, nos seguintes momentos:

. Antes da inciséo,
. primeiro dia de pos-incisdo (POD1 ou 24h),
J segundo dia de pds-incisao (POD2 ou 48h),

. décimo dia de po6s-incisdo (POD10).

Em cada momento foram estudados oito animais.

3.3 Microdialise

No dia anterior a realizacdo do experimento, foram preparados os
filamentos de microdialise (200 um diametro, permeavel a moléculas de até
45.000 Da; Hospal AN69). Todo o filamento era impermeabilizado com cola tipo
Epoxy a excecdo da regido central, de comprimento de 9mm. Uma das pontas
do filamento era ligada a um tubo PE 20 de 14 cm de extensdo, que em sua
outra extremidade era conectado a uma agulha 25G e essa a seringa por onde
se administravam as solugbes. Para caracterizar o coeficiente de
permeabilidade do filamento ao ATP, os filamentos eram inseridos, através de
pequenos orificios laterais, em cubetas de espectrofotometria, e os orificios

selados com epoxy. A cubeta era preenchida com solugdo de tampéo fosfato
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salino (PBS), pH= 7,4. O filamento era perfundido com a mesma solu¢do de
PBS (perfusato) por 15 minutos e na extremidade livre do filamento era
coletado o dialisado por 15 minutos, posteriormente o conteudo da cubeta era
esvaziado e trocado por solugdo de ATP 0,1 uM, assim sucessivamente com
solucdes de ATP 0,5 pM, 1 uM e 2,5 pM. Os dialisados coletados eram
colocados a -80 °C para posterior medigcdo do ATP nas amostras. A velocidade
de perfusdo era de 2,5 pyL/min. Apds a medigcdo do conteudo de ATP nos
dialisados, era calculado o coeficiente de permeabilidade do filamento de
microdialise. Também era calculado o tempo para ocorréncia de equilibrio entre
0 meio e o interior do filamento, onde apds a colocacdo de ATP 1 uM na
cubeta, dialisados eram coletados a cada 3 minutos por periodo de 42 minutos
e depois medido o conteudo de ATP nos dialisados.

Para a determinagdo da concentracido tecidual de ATP foi utilizado o
método no net flux (Lonnroth et al, 1987)(62). Infelizmente, os primeiros
resultados mostraram que o ATP tecidual rapidamente diminuia e optamos em
quantificar o ATP nos dialisados em diferentes tempos apés a incisdo — 5, 10,
15, 20, 30, 40, 60, 80 e 120 minutos. A dosagem de ATP foi feita usando-se kit
Enliten ATP Essay System (Promega, Madison, WI, USA).

3.3.1 Preparo dos animais

O animal era anestesiado com isoflurano 2 — 3%, na artéria carotida
comum direita era introduzido cateter para monitorizacdo de presséao arterial e
obtengdo de amostras de sangue para gasometria arterial. A traqueia era
isolada e o animal submetido a traqueotomia para ventilagdo mecanica com O
100%. A temperatura retal era medida com sonda retal e a temperatura
mantida entre 36 e 38°C através de manta térmica. A seguir era feita incisdo da
pele na regido posterior da coxa direita (lado incisdo), agulha 23G era
introduzida no musculo gastrocnémio, e, entdo, inserida membrana
semipermeavel no interior da agulha, que era retirada permanecendo a porgéo
permeavel do filamento no ventre do musculo. Idéntico procedimento era
realizado no lado contralateral. O local era perfundido com PBS a um fluxo de

2,5 pL/min por um periodo de 40 minutos. Nesse instante, o musculo
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gastrocnémio direito era incisado estando o filamento presente no local da
incisdo. A perfusdo com PBS era, novamente, iniciada e os volumes de
dialisados eram coletados nos tempos: — 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80 e 120
minutos, para posterior mensuracdo do ATP.

3.4 Estudo comportamental

Dois grupos (controle e PPADS) de seis animais foram utilizados. Antes
da incis&do plantar sob anestesia geral, cada grupo recebia 50uL de SF0,9% ou
de 50uL de PPADS (antagonista inespecifico de receptores purinérgicos) na
regido onde seria realizada a incis&do plantar. Os testes de limiar de retirada da
pata por calor, de guarda da pata e de retirada da pata apds estimulo mecanico
(teste de Randall Selitto) foram realizados antes da incis&o, uma hora, quatro
horas depois da incisdo; como também no 1° PO, antes da administragdo das
solugcdes e depois da administracdo das solugdes. A pessoa que administrou a
solugéo nao foi a que realizou as avaliagbes comportamentais. (63)

3.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo. Apds obtencao
dos dados de cada grupo, os resultados foram submetidos a analise estatistica,
utilizando-se do teste de ANOVA two-way ou ANOVA one-way com poés-teste
ou pelo teste Kruskal-Wallis para expressao proteica, fixando-se em 0,05 ou
5% o nivel de rejeicdo da hipdtese nula (p< 0,05), marcadas por asterisco.
Todas as analises foram realizadas pelo software Graphpad Prism 9.4.
(Graphpad Software Inc. CA,USA)
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4. RESULTADOS

Nos estudos comportamentais de hiperalgesia térmica ou mecénica néo
houve diferenca entre os grupos PPADS e controle. No entanto, durante o
comportamento de guarda da pata, o grupo PPADS mostrou menor escore de
dor nas 4h e no POD1 pds-administracdo de PPADS (figura 2 e 3).

. Hiperalgesia térmica Hiperalgesia mecanica (Randall Sellito)
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Figura 2. Limiar de retirada da pata apds estimulo térmico e mecanico no modelo de

incisao plantar em animais com e sem PPADS intraplantar.
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Figura 3. Comportamento de guarda da pata no modelo de incisdo plantar em animais

com e sem PPADS intraplantar.
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Na pele, houve aumento da expressdo de P2X4 apds 12 e 48 horas,
voltando a valores basais no quinto dia pds-incisdo. P2X3 apresentou
diminuicdo, que foi significativa, em sua expressdo nos POD1 e PODS5, assim
como P2X7 que teve diminui¢do significativa nos POD1, POD5 e mantinha-se
com expressao diminuida no 10° dia pés-incisdo. Os outros receptores
purinérgicos nao tiveram alteragdes significativas em suas expressodes (figura
4).

T P2Xxi1
C—P2X2
I P2X3

7.5+

P2X4

Fold change incision/sham

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7

Figura 4. Expressdo dos mRNAs de P2X1-7 na pele apos incisdo plantar em
ratos. Foram estudados os tempos 12 horas, POD1, POD2, POD5 e POD10.
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Figura 5. Expressao Proteica de P2X4 em pele.

Em mdudsculo houve aumento da expressdo do mRNA de P2X4 nos
tempos 12hs, POD1, POD2, POD5 e POD10. Houve aumento inicial apos
12hs, com posterior queda, ainda que a expressao fosse cinco vezes maior
que no grupo sham, aumento no POD2 e posteriores quedas no POD5 e
POD10. No POD10, apesar de haver tendéncia ao retorno aos valores basais,
a expressdo ainda era maior que no grupo sham. O P2X6 apresentou grande
diminuicdo em sua expressdo em todos os momentos, sendo menor no
primeiro dia e com tendéncia a retorno aos valores basais at¢é o POD10. O

P2X2 apresentou grande diminuicdo em sua expressao apos 12hs e no POD1,
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com posterior aumento, que se tornou significativo no PODS5. O P2X3
apresentou aumento significativo no segundo e quinto dias pds-incisao, com
retorno a valores basais. O P2X5 apresentou diminuicdo em sua expressao,
mas sem significancia estatistica, at¢é o PODS5 quando teve aumento
significativo em sua expressado, e no POD10 o valor era proximo dos valores
basais. P2X1 e P2X7 nao apresentaram modificagdes significativas em suas
expressoes (figura 6).
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Figura 6. Expressdo dos mRNAs de P2X1-7 em musculo apds incisdo plantar em
ratos. Foram estudados os tempos 12 horas, POD1, POD2, POD5 e POD10.
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A observagao do aumento importante da expressao do mRNA de P2X4
nos fez optar em estudar a expressao proteica de P2X4. Os resultados
mostraram uma expressdo aumentada, em torno de duas vezes, durante todo
o periodo até o décimo dia, em musculo (figura 7). Ja na pele, a expressao foi
significativa apos 12hs e POD1, voltado ao normal apds esse periodo. A
expressdo no POD1 ficou, em torno de sete vezes maior que no grupo néo

incisao (figura 5).
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Figura 7. Expressé&o Proteica de P2X4 em musculo.
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Houve diminuicdo importante da express&do de mRNA de P2X3 no ganglio da
raiz dorsal entre 24 h e 5° dia e entre 24h e 10° dia. As expressdes dos mRNA

de P2X4 e P2X7 nao se alteraram durante o periodo avaliado. (figura 8)
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Figura 8. Analises comparativas da expressao génica de A) P2X3 (n = 8 para todos os
tempos), B) P2X4 (n = 8 para todos os tempos) e C) P2X7 (n = 8 para todos os
tempos) no ganglio da raiz dorsal. Os dados paramétricos foram comparados pelo
teste  ANOVA one-way e pods teste de Newman-Keuls, com os resultados

apresentados como média e erro padrdo. * P <0,05 e ** P <0,01.
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A expressao proteica de P2X4 no ganglio da raiz dorsal aumentou nas
48h comparado ao controle. A expresséo proteica de P2X3 no ganglio da raiz

dorsal ndo se modificou de forma relevante no periodo avaliado (figura 9 e 10).
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Figura 9. Analises comparativas da expressao proteica de P2X4 (n = 3 para todos os
tempos). Os dados foram comparados pelo teste Kruskal-Wallis e pds teste de
Dunn’s, com os resultados apresentados como média e erro padrdo. * P <0,05.
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Figura 10. Analises comparativas da expressao proteica de P2X3 no ganglio da raiz
dorsal (n = 3 para todos os tempos). Os dados foram comparados pelo teste Kruskal-
Wallis.
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Nos experimentos com microdialise observou-se que a concentragcédo de
ATP, in vitro, se estabilizou apo6s dez minutos de equilibrio, ndo variando
significativamente apdés 40 minutos de tempo de equilibrio entre as solugdes
fora e dentro do filamento (figura 11). As permeabilidades observadas para os
filamentos, quando testados in vitro, para diferentes concentragdes de ATP
foram: - [ATP] na cubeta de 0,5uM, a permeabilidade era de 14,2 + 6%, - [ATP]
de 5uM, permeabilidade de 15,5 £ 2,95%, - [ATP] de 10uM, permeabilidade de
22,5 +1,8% (figura 12).

-—
o
L

concentracao de ATP (uM
o
a

0.0 T T T T ]
° N P S ® Y
tempo de perfusao (minutos)

Figura 11. Estabilizagdo de ATP. A concentragdo de ATP nos dialisados permaneceu

estavel apds 10 minutos de equilibrio das solugoes.
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Coeficiente de Permeabilidade in vitro
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Figura 12. Coeficiente de permeabilidade in vitro do filamento de microdialise. O
coeficiente de permeabilidade do filamento foi testado em trés diferentes
concentragdes em cinco filamentos diferentes, e a equacgao para obtencao dos valores

de permeabilidade foiy = 0,2191x — 0,1223, r- = 0,922.
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As concentragdes de ATP nos dialisados obtidos in vivo apds incisdo no
musculo gastrocnémio foram bastante aumentadas imediatamente apos a
incisdo (5 minutos), decrescendo rapidamente, voltando a valores semelhantes
aos encontrados no lado controle sem incisdo em torno de 30 a 40 minutos
apos a incisdo, nao variando até o periodo de 2 horas apés a incisao (figura
13).
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Figura 13. Concentracdo de ATP no dialisado in vivo apds incisdo e no controle sem
incisdo. A concentracdo de ATP apos incisdo é bastante aumentada, inicialmente,
tendo um rapido declinio voltando aos valores semelhantes ao controle sem incisao

entre 30 e 40 minutos apods a incisao.
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5. DISCUSSAO

Os receptores purinérgicos tém participagcdo em diversos processos
patolégicos como a inflamacgéo, dor, regulagéo imunologica e apoptose. A agao
nociceptiva do ATP por administragdo periférica ou intratecal estimula a
nocicepgao e aumento da sensibilidade ao estimulo doloroso. Seus efeitos
nociceptivos sdo amplificados com a presenca de mediadores inflamatoérios
(64).

Adotamos o modelo experimental de dor incisional por incisdo plantar,
que apresenta similaridade com o status cirurgico agudo pds-operatorio
observado na pratica clinica, assim como por ser um modelo classico de dor
poOs-operatoria em animais (58).

Existem diversos subtipos de receptores P2X relacionados a
nocicepgao, € o estudo procurou avaliar seus papéis no modelo de dor
incisional, através de suas expressbes génicas e proteicas e dos
comportamentos dolorosos dos animais utilizando antagonistas de receptores

purinérgicos.

Avaliagdo comportamental

Os estudos comportamentais realizados, de hiperalgesia mecanica,
térmica e guarda da pata, mostraram diferengas entre o grupo de animais que
receberam PPADS intraplantar, antagonista de receptores P2X, e e o grupo
que recebeu solugdo de NaCl 0,9%, apenas no teste da guarda da pata, néo
havendo diferenca entre nos testes de limiar de retirada da pata apds estimulo
térmico ou mecénico. Trabalhos experimentais que avaliaram a hiperalgesia
térmica ou mecénica em ratos, em modelos de ligadura de nervo ciatico,
também ndo demonstraram diferenca com uso de PPADS no limiar nociceptivo
(65,66). Um estudo com alodinia tatil, o PPADS reverteu a diminuigao do limiar
de dor em ratos que receberam administragdo intraplantar de agonistas de
P2X, inferindo possivel participagao dos receptores P2X2 e P2X3(67).

O comportamento de guarda da pata esta ligado a ocorréncia de dor

espontanea pos-incisional (68—70) com a atuagdo de nociceptores sensiveis
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aos mediadores inflamatérios (70). Apds a incisdo, ocorre rapido aumento da
atividade espontéanea dos nociceptores que diminui ao longo dos dias (70)(58).
Estes nociceptores sao, normalmente, mecano insensiveis, tornando-se
sensiveis a mediadores pro-inflamatérios. A atividade neuronal espontanea de
neurbnios do corno dorsal da medula também aumenta, estando
correlacionada, juntamente, com o aumento da atividade neuronal dos
nociceptores, com dor em repouso apos cirurgia (67). O comportamento da
guarda da pata pode ser inibido pela infiltracdo de anestésico local,
administragao de morfina intratecal e cetoprofeno (68).A diminuigdo observada
nos escores cumulativos de dor do comportamento de guarda da pata nos
animais que receberam PPADS parece demonstrar o papel dos receptores
purinérgicos na dor espontanea pos-incisional. Entretanto, o PPADS néao
alterou os comportamentos relacionados a ocorréncia de dor evocada, de
hiperalgesia térmica e mecénica, que também estdo presentes no modelo de
dor incisional. Como o PPADS é antagonista ndo especifico dos receptores

P2X, n&o é possivel inferir qual ou quais receptores estao envolvidos.

5.1 Expressao dos receptores purinérgicos

5.1.1 Expressao do P2X3

No aferente primario, P2X3 é preferencialmente expresso em fibras
nervosas do tipo C, que transmitem o estimulo para medula espinhal. Estudos
de imuno-histoquimica demonstram presenca da proteina P2X3 também no
sistema nervoso central e e nos corpos celulares destes neurdnios presentes
nos ganglios das raizes dorsais (21-23).

Entre os sete receptores purinérgicos P2X, ha evidéncias da
participagdo do receptor P2X3 na transdugédo nociceptiva no aferente primario
(71). Ha ainda resultados conflitantes sobre o papel do receptor P2X3 em
diferentes experimentos de nocicepgao. O receptor P2X3 tem sua expressao
aumentada em ganglio da raiz dorsal em modelo de dor neuropatica, de
ligadura do nervo ciatico em ratos (72,73).
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No presente estudo, houve aumento inicial na expressdo génica do
receptor P2X3 em ganglio da raiz dorsal, em alguns momentos no musculo
plantar (POD2 e PODS5), e houve diminuicdo na expressao deste receptor na
pele. Uma limitagdo do nosso estudo reside no fato de termos utilizado tecido
total homogeneizado para avaliar a expressdo, o que dificulta saber quais
células foram responsaveis pelas variacbes nas expressdes, se neurdnios,
midcitos ou células inflamatoérias entre outras células presentes nos tecidos
estudados. Limitacdo que nao ocorreria se o estudo fosse realizado com
imuno-histoquimica para a avaliacdo da expressao proteica dos receptores.

Em modelo de ligadura de nervo ciatico ou de ganglio trigeminal em
ratos ndo foi evidente a mudanga na expresséo génica de P2X3 em ganglio da
raiz dorsal para experimentos em animais (42,74) enquanto que houve
diminuigdo na expressao na pele e aumento da expressao no musculo plantar
ao longo do periodo estudado, corroborando com esta tese em que também
nao foi evidente a mudanga expressdo génica do P2X3 em ganglio da raiz
dorsal para experimentos com ligadura dos nervos espinhais (42) e ligadura do
ganglio trigeminal em ratos (74).

Encontramos uma diminuicdo da expressdo génica do P2X6 em
musculo, semelhante aos achados de experimentos em ligadura de nervo
espinhal (75). Em contrapartida, a expressao génica de P2X6 aumentou em
modelos de nocicepgdo com ratos com ligadura do ciatico (73). A diferenga na
expressao génica do P2X6 entre os modelos citados pode estar relacionada a
dindmica da expressdo génica diante da lesdo inicial, embora pouco ainda se
sabe sobre a participagdo do P2X6 em dor pds-incisional.

O comportamento da expressédo génica diferiu entre pele, musculo e
ganglio da raiz dorsal. Enquanto houve aumento da expressdo génica e
proteica do P2X4, outros receptores purinérgicos apresentaram comportamento
diferente. Os subtipos P2X1, P2X2, P2X5, P2X6 e P2X7 nao apresentaram
variagbes significativas ao longo do tempo avaliado. A expressdao dos
receptores P2X1 e P2X5 no ganglio da raiz dorsal aumentou em modelos
experimentais de dor neuropatica, enquanto que receptores P2X4, P2X6 e

P2X7 aumentaram em modelos de dor visceral (73). Desta maneira, os
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receptores P2X1 e P2X5 podem estar envolvidos na génese da dor
neuropatica, enquanto que P2X4 e P2X7, envolvidos na dor visceral (70).
Como dor pos-operatoria tem mecanismos proprios e ainda ndo esclarecidos, a

comparacgao dos resultados com outros modelos fica prejudicada.

Houve diferengas nas expressdes génicas de um mesmo receptor nos
diferentes tecidos. Houve diferenca de expressao entre as amostras de tecidos
para estudo da expressdo génica dos receptores purinérgicos e o tempo de
extragdo dos tecidos. Houve aumento de expressao de P2X3 em musculo e
diminuicdo em amostra de pele e ganglio de raiz dorsal. Provavelmente as
diferengas de resultados entre amostras (pele, musculo ou ganglio e tempo
utilizado (dia de pés-operatério), demonstram a dindmica na expressao génica
dos receptores purinérgicos ao longo do periodo pos-operatorio ou significar
que os receptores purinérgicos apresentem diferentes papéis a depender do
tecido ou células que os expressem. Este foi o primeiro estudo a avaliar o
modelo fisiopatologico de dor por incisdo plantar e a expressdo génica e
proteica dos subtipos dos receptores purinérgicos. As diferengcas genotipicas
dos tecidos avaliados podem justificar a diferenga de tendéncias de expresséo

génica mostrada na tese.

5.1.2 Expressao do P2X4

Os aumentos observados nas expressdées do mRNA de P2X4 em pele,
musculo e ganglio da raiz dorsal em até 24-48 horas, e do aumento da sintese
proteica de P2X4 em pele, musculo e ganglio da raiz dorsal sdo dos principais
resultados dessa tese. Possivel envolvimento do P2X4 na nocicepgao
envolvida no modelo de dor aguda pos-operatoria, corrobora a sua participagéo
no fendmeno de neuroinflamagdo, com provavel participacdo das células da
glia, principalmente a microglia, no processo de dor aguda pds-operatoria. Até
o momento, a maior parte dos estudos envolvendo receptores purinérgicos em
dor esta relacionada a sua participacdo em mecanismos de dor crénica e

neuropatica, com redugao da resposta a dor em modelos de dor neuropatica
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em ratos deficientes para receptor P2X4, exibindo redugdo na reposta em
modelos de dor neuropatica crénica, porém, sem alteracado de resposta quando
se avalia o estimulo agudo ou lesado tecidual aguda (76). O estudo atual &,
possivelmente, o primeiro que mostra o envolvimento do receptor P2X4 na
nocicepgao da dor pos-operatéria aguda, mesmo com a limitagdo em

demonstrar a(s) célula(s) responsaveis por sua sintese.

5.1.3 Expressao do P2X7

Receptores P2X7 estdo envolvidos na cronificagdo da dor, hiperalgesia
pelo uso do opioide e dor neuropatica. A expressao de P2X7 em modelo de
ligadura de nervo periférico aumentou em ganglio da raiz dorsal
correspondente, além de estar associada a maior grau de inflamagéo, dor e

maior risco de cronificag&o da dor (77).

As expressdes génicas de P2X7 foram diferentes nos trés tecidos
estudados: pele, musculo e ganglio de raiz dorsal. Na pele, houve uma
consistente diminuicido de sua expressao no periodo estudado, enquanto que

no musculo e ganglio de raiz dorsal, ndo houve variagdes significativas.

P2X7 esta associado aos efeitos pro-nociceptivos com acédo no sistema
nervoso central, tendo sido isolado em células da glia (78) e acdo no sistema
nervoso periférico, com agdo em modelos de dor inflamatoria, como de injegcao

intraplantar de carragenina (56).

Sao resultados dificeis de serem comparados. Nao encontramos
estudos semelhantes ao presente estudo que estudou a expressdo de
receptores purinérgicos na periferia, o esperado seria a ocorréncia de aumento
da expressao proximo da area de lesao, o que nao ocorreu na pele ou musculo
e ganglio de raiz dorsal. Eventualmente, a diminuicdo da expresséo,
especificamente, na pele esteja associada a outro efeito do receptor que n&o
associado a nocicep¢do A diminuicdo, intrigante e curiosa, da expresséo
génica do P2X7 também pode ser consequéncia de outros mecanismos
moleculares como a participacdo de RNA de interferéncia de dupla fita (79)
inviabilizando sua expressao apesar da lesao tecidual provocada pela incisao
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plantar, promovendo inibicdo da expressdo génica na pele, mecanismo esse
que néo foi visto no ganglio da raiz dorsal ou no musculo, onde os valores se
mantiveram semelhantes ao longo do tempo estudado. Em estudo usando
outro modelo de dor pds-operatdria com incisao de pele e retragdo intensa de
musculo por uma hora foi encontrado aumento da expressdo de P2X7 em
ganglio de raiz (75), sendo importante avaliar diferentes modelos de dor pos-
operatéria para compreendermos a contribuicdo do receptor P2X7 na

nocicepgao da dor pos-operatoria.

5.2 Microdialise do ATP

A microdidlise tem sido largamente usado em pesquisa cientifica.
Diferente dos outros modelos, a microdialise tem vantagens como, pode ser
colocado diretamente no tecido, sem causar dano significativo ao tecido ou
orgao-alvo (80). Em virtude de os receptores purinérgicos serem ativados por
ATP, ficou expressa a necessidade de se avaliar a concentragéo tecidual de
ATP na area onde ocorre a lesao tecidual causada pela incisdo cirurgica. Os
resultados deste estudo usando microdialise mostram o comportamento

abrupto de aumento da concentracdo do ATP apds a incisdo em musculo.

Pode-se perceber nos resultados que logo apds a incisdo houve grande
aumento, em torno de 30 vezes, da concentragdo de ATP no sitio de lesao,
provavelmente, liberado como produto da lesdo celular. Entretanto, a
concentracdo diminuiu rapidamente, retornando aos valores basais depois de
vinte minutos e permanecendo igual a regido sem lesdo pelo periodo de
estudo, que foi de 120 minutos. Em tese, apds vinte minutos ainda ndo houve
transcricdo e traducdo significativas dos receptores purinérgicos na regiao,
entretanto, os animais, sentem dor durante este periodo. O observado foi o
aumento da expressao proteica de P2X4 na pele e no musculo depois de 12
horas e aumento da expressao de P2X3 no musculo depois de dois dias.

Nao foi avaliada a concentragao local de ATP nos tempos em que houve

a expressao proteica dos receptores. E possivel, que a concentracdo de ATP
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tecidual possa aumentar novamente nestes tempos em funcédo da inflamacéao
tecidual, isquemia local e ativacdo dos mecanismos reparadores de lesao
tecidual.

Provavelmente, houve participacdo dos receptores P2X4 na pele,
musculo e ganglio da raiz dorsal nos mecanismos de dor e inflamag&o que
ocorrem nos modelos de dor aguda pds-operatéria.

Dentre as dificuldades observadas no trabalho estdo a caréncia de
trabalhos comparativos com mesmo modelo proposto pela tese ou de modelos
semelhantes. Uma limitacdo observada no estudo esta ndo utilizagdo de
hibridizagao in situ ou de imunohistoquimica que auxiliariam na real localizagao
das células responsaveis pele transcricdo e traducdo dos receptores
purinérgicos estudados.

Nos dias atuais, o conhecimento dos papéis dos receptores purinérgicos na
fisiopatologia dor aguda e na dor pds-operatoria aguda ainda sdo insuficientes
e devem ser motivos de mais estudos para esclarecer os mecanismos

envolvidos.
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6. CONCLUSOES

Ao final da tese, concluimos que:

e - Houve alteragdes na expressdo dos mRNAs de P2X3,P2X4 e P2X7 na
pele, de P2X3 e P2X4 no musculo e de P2X3 em ganglio de raiz dorsal.

e Aumentou a expresséo proteica de P2X4 em pele, musculo e ganglio da
raiz dorsal.

e O uso de antagonista de receptor purinérgico diminuiu a resposta do

comportamento de guarda de pata.
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