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RESUMO

A dor neuropatica (dor devido a uma lesdo ou doenca que afeta o sistema somatossensorial)
afeta 6-10% da populagdo mundial e reduz significativamente a qualidade de vida das pessoas
acometidas por ela. Apesar de muitos avancos, ainda se desconhece 0S mecanismos
envolvidos na codificacdo e transmissdo da dor neuropédtica. Os estudos que buscam
compreender esses mecanismos utilizam, em sua maioria, modelos animais. Um estudo prévio
criou 0 modelo intitulado dor neuropética graduada, no qual quatro amarragGes sdo realizadas
em torno do nervo isquiatico de ratos. Porém, a amarragdo € gradativa e realizada em animais
diferentes, e os fios ndo amarrados séo deixados no espaco subcutaneo. Esse modelo mimetiza
a variacdo dolorosa observada nos pacientes com dor neuropatica. No modelo, 0 numero de
amarracOes se relacionou com a diminuicdo no limiar mecéanico e com a ativacgao de células
gliais na medula espinal de ratos. Os estudos mostram que células gliais ativadas liberam
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais desempenham papel importante na dor cronica.
Contudo, é desconhecido se a formacdo de ROS se relaciona com o nimero de amarragcfes no
modelo de dor neuropética graduada. Assim, este estudo avaliou a formacdo de anion
superéxido (SAG), uma ROS, os tidis totais, um antioxidante, e a capacidade antioxidante
total (TAC) na medula espinal lombossacral de ratos com dor neuropética induzida por
constricdo gradual no nervo isquiatico. Foram também avaliadas as sensibilidades mecénica e
térmica e o indice funcional do nervo isquiatico (SFI), a primeira para validacdo do modelo e
as demais por serem testes comumente utilizados para avaliacdo da condicdo dolorosa em
ratos. Apos aprovacgdo ética (#27548), ratos Wistar machos, pesando entre 200-300g, foram
divididos em 6 grupos experimentais (n=6/grupo): Controle (animais ndo submetidos a
manipulacéo cirdrgica); Sham (animais que sofreram incisdo dos tecidos até a visualizagdo do
nervo isquiatico); NOS4 (ratos sem amarradura no nervo isquiatico, mas com 4 segmentos de
fio de sutura no espaco subcutaneo da pata direita); N1S3 (ratos com 1 amarradura no nervo
isquiatico e 3 segmentos de fio de sutura no espaco subcutaneo da pata direita); N2S2 (ratos
com 2 amarraduras no nervo isquiatico e 2 segmentos de fio de sutura no espacgo subcutaneo
da pata direita); N4SO (ratos com 4 amarraduras no nervo isquiatico e nenhum segmento de
fio de sutura no espaco subcutaneo da pata direita). Esses ratos foram submetidos aos testes
de von Frey eletrénico, da placa quente e da marcacao das patas antes da cirurgia (pré-lesao) e
aos 3, 5, 7 e 10 dias ap6s o procedimento cirtrgico para avaliacdo das sensibilidades mecanica
e térmica e do SFI, respectivamente. Aos 3 e 10 dias, os ratos foram mortos por decapitacédo
para obtencdo do segmento lombossacral da medula espinal, usado para a determinagdo de
SAG, tidis totais e TAC. Os parametros nociceptivos foram analisados por ANOVA de
medidas repetidas, e os oxidativos por ANOVA de duas vias (fatores: lesdo e tempo),
seguidos do pos-teste de Tukey (P<0,05). A correlacdo de Pearson foi calculada entre os
valores de von Frey e a SAG e tiois totais, no periodo 3 dias. A reducdo no limiar mecanico se
relacionou com o ndmero de amarracdes, 0 que ndo ocorreu no limiar térmico e no SFI.
Nesses, uma possivel relagdo se deu apenas entre os percentuais de diminuicdo. A SAG
aumentou e os valores de tidis totais diminuiram, e as mudancas correlacionaram-se com 0
namero de amarragdes. A TAC néo foi alterada nesse modelo. Assim, os resultados mostram
a reproducdo do modelo. O limiar térmico e o SFI parecem relacionar-se com o nimero de
amarragoes. Por sua vez, a SAG e 0s tiois totais tambeém se relacionam com esse numero.

Palavras-chave: dor neuropatica graduada, nocicepcdo, anion superoxido, tidis totais,
capacidade antioxidante total, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Neuropathic pain (pain due to an injury or disease affecting the somatosensory system) affects
6-10% of the world population and significantly reduces the quality of life of people affected
by it. Despite many advances, the mechanisms involved in neuropathic pain are still
unknown. Most of the studies designed to understand these mechanisms use animal models. A
previous study created a model named graded neuropathic pain, in which four chromic gut
sutures are placed around the sciatic nerve of rats. However, sutures are graded and performed
on different animals, and untied sutures are left in the subcutaneous space. This model mimics
the pain variation observed in patients with neuropathic pain. In this model, the number of
sutures was related to a decrease in mechanical threshold and activation of glial cells in spinal
cord. A number of studies have shown that activated glial cells release reactive oxygen
species (ROS), which plays an important role in chronic pain. However, it is unknown if ROS
formation is related to the number of sutures in graded neuropathic pain model. Thus, this
study evaluated superoxide anion generation (SAG), a ROS, total thiols, an antioxidant, and
total antioxidant capacity (TAC) in lumbosacral spinal cord of rats with neuropathic pain
induced by gradual constriction of the sciatic nerve. Mechanical and thermal thresholds and
the sciatic functional index (SFI) were also evaluated, the former to confirm the
reproducibility of the model and the others because they are tests commonly used to evaluate
painful conditions in rats. After ethical approval (#27548), male Wistar rats weighing 200-
300g were divided into 6 experimental groups (n= 6/group): Control (rats which did not
undergo surgical manipulation); Sham (animals which were submitted to tissues incision);
NO0S4 (rats with no suture around the sciatic nerve and 4 chromic gut placed subcutaneously
in right paw); N1S3 (rats which had 1 chromic gut suture around the sciatic nerve and 3
chromic gut placed subcutaneously in right paw); N2S2 (rats which had 2 chromic gut suture
around the sciatic nerve and 2 chromic gut placed subcutaneously in right paw); N4SO (rats
which had 4 chromic gut suture around the sciatic nerve and no chromic gut placed
subcutaneously). Rats were submitted to the electronic von Frey, hot plate and paw marking
tests just before the surgery (pre-injury) and at 3, 5, 7 and 10 days after the surgical procedure
to evaluate the mechanical and thermal thresholds and SFI, respectively. At days 3 and 10,
rats were decapitated and lumbosacral spinal cord used for determination of SAG, total thiols
and TAC. Nociceptive parameters were analyzed by repeated-measures ANOVA and
oxidative parameters by two-way ANOVA (factors: injury and time), followed by Tukey's
post-test (P<0.05). Pearson’s correlation was calculated between von Frey, SAG and total
thiols at day 3. Mechanical was threshold reduced and related to the number of sutures, which
did not occur for thermal threshold and SFI. In these, a possible relation occurred only in
percentages of decrease. SAG increased and total thiols decreased, and the changes were
correlated with the number of sutures. TAC did not change in this model. Thus, there was a
replication of the model. Thermal threshold and SFI seem to be related to number of sutures.
In turn, SAG and total thiols are also related to this number.

Keywords: graded neuropathic pain, nociception, superoxide anion, total thiols, capacity
antioxidant total, stress oxidative.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

A dor é uma sensacdo desagradavel, constituindo um dos componentes essenciais do
sistema de defesa do organismo (FEIN, 2011). De acordo com a definicdo dada pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, International Association for the Study
of Pain), a dor é uma experiéncia sensorial desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial ou descrita em termos que sugerem tal dano. A subjetividade da sensacdo dolorosa
se deve ao fato da informacdo nociceptiva ndo se destinar apenas as regifes do sistema
somatossensorial (sistema que transmite informacdes tateis, proprioceptivas, nociceptivas,
viscerais e térmicas), mas também a regides que compdem o chamado sistema limbico, o
sistema que compreende as varias areas corticais e subcorticais envolvidas no processamento
das emocdes (BALIKI AND APKARIAN, 2015; BASBAUM et al., 2009; VANDERAH,
2007; BEYES E BONICA, 2001; MILLAN, 1999).

Ao se estudar dor é necessario distinguir os termos dor e nocicepcdo. A dor € a
percepcao de sensacBes como irritacdo, ardéncia, inflamacao ou latejar, geralmente sensagdes
que sdo provenientes de alguma parte do corpo e constituem uma sensacdo de carater
subjetivo e, portanto, relacionada somente aos humanos, que possuem capacidade de
verbaliza-la (THOMPKINS et al., 2017; CAREY & AS-SANIE, 2016; MACHELSKA &
CELIK, 2016; BALIKI & APKARIAN, 2015; OSSIPOV et al., 2014; BASBAUM et al.,
2009; VANDERAH, 2007; LOESER et al., 2001; MILLAN,1999). A nocicepcdo, por sua
vez, se refere aos sinais que chegam ao sistema nervoso central (SNC) resultante da ativagéo
de receptores sensoriais especializados periféricos denominados nociceptores (FEIN, 2011).
Os nociceptores fornecem informagbes sobre a lesdo tecidual ocasionada por estimulos
nocivos. A nocicepcdo, portanto, aparece como o objeto de estudo mais apropriado nas
abordagens para o estudo da dor onde sdo empregados modelos animais, que séo incapazes de
verbalizar sua percepgao do fendmeno doloroso (KAVALIERS, 1988).

A dor geralmente acompanha a nocicepcdo (FEIN, 2011). De modo geral, os eventos
gue modulam a transmiss@o nociceptiva ocorrem primariamente no corno dorsal da medula
espinal e em nucleos do tronco encefalico, por serem essas as principais regides de entrada de
informagdes nociceptivas no SNC. Posteriormente, a informag&o nociceptiva é modulada em

centros encefalicos e estruturas corticolimbicas (FEIN, 2011).



A dor pode ser classificada quanto: a sua natureza (nociceptiva, inflamatéria ou
neuropética), a sua duracao (aguda ou cronica), a sua intensidade (leve, moderada ou severa),
entre outros. Para atender os propdsitos desse estudo sera destacada a dor neuropatica.

A dor neuropatica € aquela decorrente de lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial (COLLOCA et al., 2017; NICKEL et al., 2012). Ela ocorre devido a traumas
mecanicos (seccdo ou constricdo de nervo periférico, lesdes no SNC), doengas metabolicas
(como diabetes) ou nutricionais, alcoolismo, uso de farmacos, exposic¢éo a toxinas, neoplasias,
lesbes vasculares, entre outros (BARON; BINDER; WASNER, 2010). Tanto o sistema
nervoso periférico quanto o central podem ser acometidos por essas les@es, 0 que caracteriza a
dor neuropética em periférica ou central, respectivamente (COLLOCA et al., 2017; NICKEL
etal., 2012).

A dor neuropatica reduz significativamente a qualidade de vida das pessoas
acometidas por ela e frequentemente esta associada a ansiedade, depresséo e disturbios de
sono (COLLOCA et al., 2017; DWORKIN et al., 2007; FINNERUP et al., 2015; ZHAO, H.
et al., 2017). E comum aos pacientes que experienciam dor neuropética alteracdes sensoriais
como alodinia (dor frente a um estimulo in6cuo) e hiperalgesia (resposta exacerbada frente a
um estimulo nocivo) (DAS, 2015), as quais caracterizam o quadro chamado sensibilizacéo
(aumento na responsividade de neurbnios a estimulagdo normal ou recrutamento de uma
resposta a estimulos normalmente sublimiares). A sensibilizagdo ocorre na periferia
(sensibilizacdo periférica) e no SNC (sensibilizacdo central). A sensibilizacdo central parece
ser um fendmeno chave na fisiopatologia da dor neuropatica (COLLOCA et al., 2017).

Diversos mediadores quimicos contribuem para a sensibilizacdo (COLLOCA et al,
2017; VON HEHN et al, 2012; NICKEL et al, 2012; BASBAUM et al., 2009; MOSLEY et
al., 2006; ZIMMERMANN, 2001; MILLAN, 1999). Dentre esses serd destacada a producéo
de espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive oxigen species - ROS), por seu papel
importante no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica (GEIS et al., 2017; GRACE
et al., 2016; KIM, H. K. et al., 2004).

A formacdo de ROS ocorre em virtude dos processos do metabolismo energético
celular (Figura 1). O processo de fosforilagdo oxidativa mitocondrial e de enzimas
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NADPH oxidases) séo algumas das
fontes enddgenas usuais de geracdo de ROS, como anion superdxido (O,*), radical hidroxil
(OH®) e peroxido de hidrogénio (H,O;) (POLJSAK; SUPUT, MILISAV, 2013). Existem

também moléculas que podem contribuir para aumento na formacgdo de ROS, como exemplo
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0 Oxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) (POLJSAK et al., 2013). O NO é formado pela
acdo das enzimas oOxido nitrico sintases (NOS), que catalisam a oxidacdo da arginina para a
formacédo de NO (DROGE, 2002; GRACE et al., 2016). Os efeitos citotdxicos e a nitracao de

proteinas sdo ocasionados principalmente por meio dos produtos secundarios do NO, como o

peroxinitrito (ONOQO-), formado pela reacdo rapida do NO com O,* (HALLIWELL, 2012).
O H;0, e 0 ONOO" podem também gerar radical OH®, que atua na peroxidacao de lipideos e
proteinas, e oxidacdo de &cidos nucleicos (GRACE et al.,, 2016; HALLIWELL, 2012;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

NOx/FOx SOD CAT/GPx

T

0, > 0," > H,0, Z
NOS
iFe+2

L-arginina ———= NO —— ONOO- ————> °OH

|

Nitracdode Peroxidacao de lipideos,
proteinas e proteinas e oxidagao de
lipideos acidos nucleicos

Figura 1 — Reducéo do oxigénio molecular (O,) até a formagdo de &gua (H,O) pela a¢do de enzimas
NADPH oxidases (NOx) e da fosforilacdo oxidativa (FOx). No esquema é mostrada a formacao de
anion superoxido (O,*), de radical hidroxil (OH®) e de peroxinitrito (ONOO"), assim como a agéo das
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT).
No esquema ainda é mostrada a formacdo de 6xido nitrico (NO) pela agdo da enzima 6Oxido nitrico
sintase (NOS). NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (Adaptado de Grace et al., 2016).

Por sua natureza altamente reativa, as ROS, quando em excesso, podem levar a
quadros de estresse oxidativo (KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013; POLJSAK et al.,
2013; SIES, 2015; GRACE et al., 2016). Por outro lado, em baixas concentracfes, as ROS
atuam beneficamente em diversas fungdes fisioldgicas, como respostas mitogénicas, ativagdo
de fatores de transcricdo e regulacdo de vias de sinalizacdo intracelular (DROGE, 2002;

PIZZINO et al., 2017). De acordo com Poljsak et al. (2013), um ambiente levemente pro-
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oxidativo € necessario para manter os processos de sinalizacdo em condicgdes ideais, 0 que
sugere que as correcdes nas concentracfes de ROS devem ser sutis.

Para regular a producdo e dispersdao das ROS, as células contam com sistemas de
defesas antioxidantes, constituidos por componentes enziméaticos e ndo enzimaticos
(POLJSAK et al., 2013). Dentre as primeiras linhas de defesas antioxidantes enzimaticas esta
a superdxido dismutase (SOD, do inglés superoxide dismutase), que catalisa a conversdo de
0,* em H,0,. O H,0, proveniente da acdo da SOD ou de outras fontes pode ser eliminado
pela acdo das enzimas catalase ou peroxidases (FRIDOVICH, 1998; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, destaca-se o acido ascérbico,
a glutationa (GSH) e o alfa-tocoferol. Para os propdsitos desse trabalho sera destacada a GSH,
um tripeptideo capaz de reduzir e regenerar varias moléculas oxidadas, atuando também como
um eficiente scavenger de ROS e de ONOO™ (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Em condi¢cbes de dor neuropdtica, diversos estudos mostram mudancas em
antioxidantes e incrementos na formacgéo de ROS, tanto no local da lesdo como em regides do
SNC (GUEDES et al., 2008; SCHEID et al., 2013; HORST et al., 2014; KIM, H. Y. et al.,
2015; NAIK et al., 2006). O envolvimento do O,* e do ONOO™ no desenvolvimento da
sensibilizagdo associada a dor crénica vem sendo bastante destacado (GRACE et al., 2016;
KIM, H. Y. et al., 2015; SALVEMINI et al., 2011). Outro parametro que sabidamente esta
alterado na dor neuropdtica € a GSH, que é reduzida nessa condi¢do (BHAT et al., 2016;
NAIK et al., 2006). As ROS também parecem atuar como fatores importantes na regulacdo da
atividade do receptor de glutamato do tipo ionotrépico NMDA (N-metil-D-aspartato). Esse
receptor possui papel fundamental na sensibilizacdo que ocorre em condicdes dolorosas, e
possui sitios regulatdrios que respondem a mudancas nas condi¢fes de oxirreducdo (KIM et
al., 2004; VINCENT et al., 2017). Frente a acréscimos na formacdo de ONOQ", esta molécula
pode se ligar de forma irreversivel ao receptor NMDA. Essa ligacdo resulta em aumento no
influxo de calcio para o meio intracelular, o que pode levar a um quadro de excitotoxicidade
glutamatérgica (BECKHAUSER; FRANCIS-OLIVEIRA; PASQUALE, 2016; CHOI,
LIPTON, 2000; GRACE et al., 2016; SALVEMINI; NEUMANN, 2009). A ativacdo dos
receptores NMDA também aumenta a producdo de ROS (COVARRUBIAS-PINTO et al.,
2015; MELLER; GEBHART, 1993).

Nos estudos da dor neuropatica, as principais informacdes sobre participacdo das
ROS vém de estudos empregando modelos animais, especialmente roedores. Como informado
anteriormente, esses animais ndo possuem capacidade de verbalizar sua percep¢do do

estimulo doloroso, mas exibem respostas motoras similares as dos humanos quando em
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contato com estimulos nociceptivos, o que permite inferir a existéncia de nocicepcao
(DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988). Existem diferentes modelos animais para o estudo da
dor neuropatica (JAGGI et al., 2011). Um modelo muito usado é o da constricdo crdnica no
nervo isquiatico (CClI, do inglés chronic constriction injury), também referido como ligadura
constritiva crénica no nervo isquidtico (Figura 2). Esse modelo consiste em quatro
amarraduras no tronco comum do nervo isquiatico. Em virtude da lesdo nervosa, diversos
mediadores inflamatorios sdo produzidos localmente e atuam tanto no local da lesdo como no
SNC. Estes mediadores contribuem para os sinais caracteristicos da dor neuropatica, como a
hiperalgesia e a alodinia (COLLOCA et al, 2017; VON HEHN et al, 2012; NICKEL et al,
2012; BASBAUM et al., 2009; MOSLEY et al., 2006; ZIMMERMANN, 2001; MILLAN,
1999).

VPV Figura 2 — Esquema do sistema nervoso de rato,
com énfase na medula espinal lombar, ilustrando

a formacéo do nervo isquiatico. Nas raizes dorsais

P do nervo isquiatico estio mostrados os ganglios
j das raizes dorsais (L4, L5, L6) desse nervo, o
Topeocomemeonenebaitee =0 W /L/ qual é composto por dois nervos, o tibial, que
=% i A posteriormente se divide também no nervo sural,

e o fibular. No tronco comum do nervo isquiatico
N.ﬁbul7 \ . i
N. tibial

estdo mostradas as quatro amarraduras que
' promovem a constrigdo nesse nervo.
N. sural

Porém, o modelo CCI determina praticamente 0 mesmo grau de constricdo nervosa
nos ratos com lesdo nervosa. Além disso, os resultados experimentais dos ratos com leséo
nervosa sao comparados com dados obtidos em ratos que ndo sofreram qualquer manipulacéo
cirurgica e/ou tiveram somente lesdo tecidual. Na clinica médica, a sensibilidade dolorosa de
pacientes com dor neuropatica é variavel, se mostrando de grau médio a severo (COLLOCA
et al, 2017). Para tentar mimetizar a variabilidade observada na clinica, desenvolveu-se o
modelo intitulado dor neuropatica graduada (GRACE et al., 2010). Segundo Grace et al., a
lesdo nervosa é induzida por constri¢cdo no nervo isquiatico, mas o numero de amarraduras em
torno do nervo varia de zero a quatro, e os fios ndo amarrados sdo deixados no espacgo

subcutaneo da pata (Figura 3). No modelo ha ainda o rato que recebe apenas 4 segmentos do
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fio de sutura no espaco subcutaneo da pata, a fim de determinar a contribui¢cdo do processo
inflamatorio desencadeado pela presenca do fio de sutura. De acordo com Grace et al. (2010),
por variar o nimero de amarragdes em torno do nervo isquiatico, 0 modelo de dor neuropatica
graduada se aproxima mais da condicdo observada na clinica, onde se observa ampla

variabilidade na dor neuropética relatada pelos pacientes.

Pele

L E'sp_agégJ_bcuténeo

. Esquema da
Musculo esquelético | | pata posterior

de um rato

Nervo isquiatico

Segmento do

fio crom Musculo esquelético
10 cromico < Figura 3 — Esquema da pata posterior de um

] ! = - rato mostrando o ndmero de nds (N) em
 — S ‘ — -:_\ ~ torno do nervo isquiético e os segmentos de

g —_— fios de sutura deixados livres no espago
subcuténeo (S) da pata, conforme modelo de
dor neuropatica graduada desenvolvido por
GRACE et al (2010). NOS4: nenhuma
amarradura em torno do nervo e 4 fios no
espaco subcutaneo; N1S3: uma amarradura
em torno do nervo e 3 fios no espago
e i subcutneo; N2S2: duas amarraduras em

torno do nervo e 2 fios no espago
subcutdneo; N4S0: quatro amarraduras em

torno do nervo e nenhum fio no espago

:cc :W subcutaneo (adaptado de Grace et al, 2010).

N2S2 N4S0

Em ratos com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico, observou-se
que 0 aumento no nimero de amarra¢fes em torno do nervo isquiatico provocou acréscimo na
sensibilidade mecanica a estimulo in6cuo (alodinia) (GRACE et al., 2010). Nesse estudo, 0s
ratos com 4 amarragdes em torno do nervo isquiatico tiveram as maiores reducdes no limiar
de sensibilidade mecéanica, seguido dos ratos com 2 amarracGes e dos ratos com 1 amarragéo,
esse Ultimo exibindo a menor reducéo no limiar mecanico dentre os ratos com amarragdes no
nervo. Ainda, no estudo foi observado que os ratos com 4 amarra¢bes em torno do nervo
isquidtico exibiram reducdo na sensibilidade mecanica que foi similar a que se observa em

ratos com CCI.



14

A reducdo gradual no limiar de sensibilidade mecéanica ocorreu tanto em animais
machos quanto em fémeas (NICOTRA et al., 2014). No modelo de dor neuropética graduada
se observou ainda ativacdo gradual de células gliais no corno dorsal e funiculo dorsolateral da
medula espinal (GRACE et al., 2010). Nesse estudo, o aumento gradual no limiar de
sensibilidade mecanica se correlacionou significativamente com o acréscimo na
imunorrreatividade ao marcador de microglia CDI 1b no corno dorsal ipsilateral da medula
espinal. Apesar de ndo significativo, os autores também observaram aumento na
imunorreatividade a proteina glial fibrilar acida (GFAP, do inglés glial fibrillary acidic
protein), um marcador de ativacdo de astrécitos, no corno dorsal da medula espinal, e esse
aumento tambeém estava relacionado com o ndmero de amarraduras em torno do nervo
isquiatico.

Os estudos mostram que as células da glia localizadas na medula espinal,
especialmente as células microgliais, modulam a sensibilizacdo central (TANG et al., 2017,
HOSSAIN et al, 2017; HUANG et al., 2017; MEACHAM et al., 2017; ZHANG et al., 2016;
AMIN et al., 2015; GRACE et al., 2014). E sabido ainda que a microglia ativada libera
citocinas inflamatdrias, fatores neurotréficos, prostaglandinas e ROS, as quais excitam
neurdnios nociceptivos da medula espinal e, assim, contribuem para a persisténcia da dor
cronica (VALVERDE et al., 2016; YANHU et al., 2014). Como ratos com dor neuropatica
por constricdo gradual no nervo isquidtico exibiram ativacdo gradual em células da glia
(microglia e astrocitos) na medula espinal (GRACE et al., 2010), é possivel que também
ocorra alteracdo graduada em parametros de estresse oxidativo na medula espinal desses ratos.
Porém, essa questdo ainda ndo foi avaliada em ratos com dor neuropética graduada. Do
mesmo modo, ainda se desconhece a resposta de ratos com dor neuropatica por constri¢éo
gradual no nervo isquiatico aos testes da placa quente e da marcacdo das patas, 0s quais
normalmente sdo usados junto com o teste de avaliacdo do limiar de sensibilidade mecanica
nos estudos de nocicepcdo em ratos com CCl (HORST et al., 2014, RIFFEL et al., 2016;
GOECKS et al., 2012, SHAHID et al., 2017, FARGHALY et al., 2016). Portanto, a
motivacao para a realizacdo do presente estudo foi ndo apenas reproduzir o modelo de dor
neuropatica graduada em nosso laboratério de pesquisa, mas também fornecer respostas as

questdes acima apresentadas.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Um dos tipos de dor é a neuropatica, que é a dor desencadeada por leséo ou doenca
que afeta o sistema somatossensorial. Esse tipo de dor reduz significativamente a qualidade de
vida das pessoas acometidas por ela e frequentemente esta associada a ansiedade, depressdo e
disturbios de sono. Os estudos mostram que em condic¢des de dor neuropéatica ha aumento na
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) e
alteracdes em sistemas de antioxidantes, sistemas estes que atuam limitando a acdo de ROS.

Para compreender o papel das ROS na dor neuropética se utilizam modelos animais
em condigdo que sabidamente induz esse tipo de dor, sendo um desses modelos o de lesdo por
constricdo crénica no nervo isquiatico. Nesse modelo, quatro amarrac6es sao feitas em torno
do nervo de um rato para induzir dor. Os resultados sdo comparados com aqueles obtidos em
ratos que ndo sofreram qualquer manipulacdo cirargica e/ou tiveram somente lesdo tecidual.
Como a sensibilidade dolorosa em humanos com dor neuropética varia de grau médio a
severo, Grace et al (2010) desenvolveram o modelo de dor neuropética graduada, no qual
ratos recebem quatro amarra¢Ges no nervo isquiatico, mas o numero de amarragdes varia de
zero a quatro em diferentes ratos, e os segmentos do fio de sutura ndo amarrados sao deixados
no espacgo subcuténeo da pata.

No modelo de dor neuropatica graduada, o limiar de sensibilidade mecénica e a
ativacdo de células da glia na medula espinal variaram de acordo com o ndmero de
amarracBes em torno do nervo. E sabido que células da glia ativadas liberam diversos
mediadores quimicos, dentre esses ROS. Assim, postulou-se que em condicdo de dor
neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico ocorreriam alteracbes graduais na
formacdo de anion superéxido, uma ROS, tidis totais, um antioxidante, e capacidade
antioxidante total na medula espinal lombossacral, a regido de entrada de informacoes
aferentes do nervo isquiatico. Ainda, postulou-se que o nimero de amarra¢cdes em torno do
nervo isquiatico se relacionaria gradualmente com as respostas de ratos aos testes da placa
quente e da marcacdo das patas, os quais normalmente sdo usados para avaliar respostas
sensoriais nos estudos de nocicepgdo. Assim, a motivacdo para a realizagdo do presente
estudo foi reproduzir o modelo de dor neuropética por constricdo gradual no nervo isquiatico

em nosso laboratério de pesquisa e avaliar as hipoteses anteriormente expostas.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar parametros: (1) nociceptivos, como
sensibilidades mecénica e térmica e indice funcional do nervo isquiatico, e (2) de estresse
oxidativo, como formacdo de anions superoxido, valores de tidis totais e capacidade
antioxidante total, no segmento lombossacral da medula espinal de ratos com dor neuropatica

induzida por constri¢do gradual no nervo isquiatico, um modelo novo de dor neuropética.

1.2.2 Objetivos especificos

1) Determinar parametros nociceptivos a fim de: (a) comprovar a eficacia da lesdo, e (b)
demonstrar os efeitos da dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico sobre a
sensibilidade térmica e o indice funcional do nervo isquiatico, medidas ainda desconhecidas
no modelo. Para isso foram empregados:

- Teste de von Frey eletronico, para avaliar a sensibilidade mecanica nos periodos 0 (pré-

lesdo), 3, 5, 7 e 10 dias apds a intervencdo cirdrgica, a fim de reproduzir o modelo;

- Teste da placa quente, para avaliar a sensibilidade térmica nos periodos 0 (pré-leséo), 3, 5, 7

e 10 dias apds a intervencao cirdrgica;

- Teste de marcacdo das patas, para avaliar a recupera¢do do indice funcional do nervo

isquidtico (IFI) nos periodos O (pré-leséo), 3, 5, 7 e 10 dias apds a intervencgdo cirurgica.

2) Avaliar parametros de estresse oxidativo no segmento lombossacral da medula espinal de
ratos sem e com dor neuropdtica por constricdo gradual no nervo isquidtico, mediante

determinacéo de:
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- Capacidade antioxidante total (TAC do inglés capacity antioxidant total), conforme a

técnica descrita por Erel et al., 2004.

- Formac&o de anions superdxido (SAG do inglés superoxide-anions generation), conforme a

técnica descrita por Wang et al., 2004;

- Valores de tidis totais, conforme a técnica descrita por Aksenov; Markesbery, 2001.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo mostrado a seguir sera submetido a analise na Revista intitulada Brazilian
Journal of Medical and Biological Research. As normas para a elaboracdo do artigo séo
mostradas no ANEXO A do presente trabalho.

O projeto que antecedeu ao estudo foi aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRGS (N° 27548), documento mostrado no APENDICE A do presente trabalho. O projeto
foi intitulado “AVALIA(;AO FUNCIONAL DO NERVO ISQUIATICO E DE
PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO EM MEDULA
ESPINAL DE RATOS COM DOR NEUROPATICA GRADUADA” e incluiu nfo apenas
as medidas apresentadas no presente estudo, mas também outras com o objetivo de fornecer
uma visao mais geral sobre os efeitos da dor neuropética graduada em pardmetros de estresse

oxidativo, as quais serdo avaliadas posteriormente.
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Resumo

Este estudo avaliou as sensibilidades mecanica e térmica e o indice funcional do nervo
isquiatico (SFI) em ratos com dor neuropatica graduada, um modelo novo de dor neuropatica.
Foram também avaliados formacdo de anion superoxido (SAG), tidis totais e capacidade
antioxidante total (TAC) na medula espinal lombossacral, os dois primeiros por
desempenharem papel importante em condi¢bes de dor neuropatica induzida por outros
modelos. Ratos Wistar adultos, com peso de 200-250 g, foram divididos nos grupos
(n=6/grupo): controle (ratos sem qualquer manipulacdo cirurgica); sham (ratos com apenas
lesdo tecidual na pata direita); NOS4 (ratos sem amarradura no nervo isquiatico, mas com 4
segmentos de fio de sutura no espaco subcutaneo da pata direita); N1S3 (ratos com 1
amarradura no nervo isquiatico e 3 segmentos de fio de sutura no espago subcutaneo da pata
direita); N2S2 (ratos com 2 amarraduras no nervo isquiatico e 2 segmentos de fio de sutura no
espaco subcutaneo da pata direita); N4SO (ratos com 4 amarraduras no nervo isquiatico e
nenhum segmento de fio de sutura no espaco subcutaneo da pata direita). A dor neuropética
graduada provocou altera¢es graduais nos limiares de sensibilidades mecénica e térmica e no
SFI. Porém, a diferenca entre os grupos foi estatisticamente significativa apenas no limiar
mecanico. A SAG aumentou e os valores de tidis totais diminuiram gradualmente, sem
qualgquer mudanca significativa na TAC. Assim, os dados sugerem relacdo entre nimero de
nés em torno do nervo isquiatico e parametros funcionais e oxidativos em medula espinal de

ratos com dor neuropatica graduada.

Palavras chave: Formacdo de anion superdxido; Glutationa; Capacidade antioxidante total;

indice funcional do nervo isquiatico; Limiar térmico
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Introducéo

A dor neuropatica é aquela decorrente de lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial (1). Esse tipo de dor afeta 6-10% da populacdo mundial e reduz
significativamente a qualidade de vida das pessoas acometidas por ela (1,2). E comum aos
pacientes que experienciam dor neuropatica alteracdes sensoriais como alodinia (dor frente a
um estimulo in6cuo) e hiperalgesia (resposta exacerbada frente a um estimulo nocivo) (3), as
quais caracterizam o quadro de sensibilizacdo, que pode ser periférica ou central (1).

Diversos mediadores quimicos contribuem para a sensibilizacdo que se observa na dor
neuropatica (1,4,5). Dentre esses estdo as espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive
oxigen species - ROS). A formacdo dessas espécies ocorre em virtude dos processos do
metabolismo energético celular. O processo de fosforilacdo oxidativa mitocondrial e de
enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases sdo algumas das fontes
enddgenas usuais de geracdo de ROS, como o0 anion superoxido (0,*) (6-10). Estudos prévios
mostraram que 0 O,*" se relaciona com dor de diversas etiologias, entre elas a dor neuropatica
induzida por diferentes modelos experimentais (7-9). Para regular a producéo e dispersao das
ROS, as células contam com sistemas de defesas antioxidantes. Dentre esses sistemas esté a
glutationa, um tripeptideo capaz de reduzir e regenerar varias moléculas oxidadas, atuando
também como um eficiente scavenger de ROS (11). A glutationa constitui o principal tiol
intracelular e esta diminuida em condicGes de dor neuropética por constri¢do crénica no nervo
isquiatico (12,13), um dos modelos de inducdo de dor neuropatica em ratos que se caracteriza
pela realizacdo de quatro amarraduras em torno do nervo (14).

Um estudo prévio estabeleceu um modelo novo para o estudo da dor neuropatica, 0 modelo
intitulado dor neuropatica graduada (15). Nesse modelo, a lesdo nervosa foi induzida por

constricdo crdnica no nervo isquiatico de ratos, mas o nimero de amarraduras em torno do
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nervo variou de zero a quatro em diferentes animais, e os fios ndo amarrados foram deixados
no espaco subcutaneo da pata. De acordo com Grace et al. (15), o modelo de dor neuropatica
graduada se aproxima mais da condicdo observada na clinica, onde se observa ampla
variabilidade na dor neuropatica relatada pelos pacientes.

Em ratos com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico, observou-se que
0 aumento no numero de amarraduras em torno desse nervo provocou acréscimo na
sensibilidade mecénica a estimulo in6cuo (15). Essa resposta ocorreu tanto em animais
machos quanto em fémeas (16).

No modelo novo de dor neuropéatica também se observou ativacdo gradual em células
gliais do corno dorsal e funiculo dorsolateral da medula espinal (15). E sabido que células da
glia, especialmente a microglia, modulam a sensibilizacio central (17-19). E sabido ainda que
a microglia ativada libera citocinas inflamatdrias, fatores neurotréficos, prostaglandinas e
ROS, as quais excitam neur6nios nociceptivos da medula espinal e, assim, contribuem para a
persisténcia da dor cronica (20,21). Porém, ainda € desconhecido se a formacdo de ROS se
relaciona com o numero de amarraduras em torno do nervo isquiatico no modelo de dor
neuropatica por constricdo gradual nesse nervo. Do mesmo modo, ainda se desconhece 0s
efeitos da dor neuropética graduada sobre a sensibilidade térmica e o indice funcional do
nervo isquiatico (SFI), os quais normalmente sdo utilizados também nos estudos de
nocicepcdo em ratos (22-26). Assim, este estudo teve como objetivo determinar as
sensibilidades mecénica e térmica e o SFI em ratos com dor neuropatica graduada. Foram
também avaliados a formacdo de anion superéxido (SAG), os tidis totais e a capacidade

antioxidante total (TAC) na medula espinal lombossacral desses ratos.
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Materiais e métodos

Animais experimentais

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS n° 23352). Todos os esfor¢os
foram feitos para minimizar o sofrimento animal e reduzir o numero de animais utilizados. Os
ratos Wistar machos, adultos, que pesavam 200-250 g, foram divididos em seis grupos
experimentais (n=6/grupo), como segue: Controle (ratos sem qualquer manipulacédo
cirurgica); sham (ratos que tiveram apenas lesdo tecidual na pata direita); NOS4 (ratos sem
amarradura no nervo isquiatico, mas com 4 segmentos de fio de sutura no espago subcutaneo
da pata direita); N1S3 (ratos com 1 amarradura no nervo isquiatico e 3 segmentos de fio de
sutura no espaco subcutdneo da pata direita); N2S2 (ratos com 2 amarraduras no nervo
isquidtico e 2 segmentos de fio de sutura no espaco subcutaneo da pata direita); N4SO (ratos
com 4 amarraduras no nervo isquiatico e nenhum segmento de fio de sutura no espaco
subcutdneo da pata direita). Os ratos foram mortos aos 3 e 10 dias apds a intervencéao

cirargica.

Inducéo da dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico

A dor neuropatica graduada foi induzida de acordo com o procedimento descrito por Grace
et al. (15). Ap6s anestesia (90 mg-kg™* cetamina e 10 mg-kg *-xilazina), o nervo isquiatico
direito foi exposto mediante incisdo na parte mediana da coxa. Proximo de seu ponto de
ramificacdo, este nervo foi liberado dos tecidos adjacentes por um comprimento de

aproximadamente 7 mm, e recebeu em seu tronco comum 0 (nenhuma), 1, 2, 3 ou 4
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amarraduras com fio crdémico do tipo catgut 4.0 (Shalon Fios Cirargicos LTDA, Séo Luis de
Montes Belos, Brasil). Os segmentos do fio ndo amarrados foram deixados no espacgo
subcutaneo da pata, de acordo com o grupo experimental ao qual pertencia (N0S4, N1S3,
N2S2, N4S4). Apbs o procedimento, a regido foi imediatamente suturada com fio de sutura e
aplicado no local da cirurgia 01 jato de solucéo de rifamicina sodica (10 mg/mL) para evitar
infeccdo. Nos ratos do grupo sham, todos os procedimentos cirargicos foram realizados,
exceto amarracdo no nervo isquiatico e colocacdo de segmentos de fio de sutura no espaco

subcutaneo da pata direita.

Teste de von Frey eletrénico

Os animais dos diferentes grupos foram testados para determinacdo do limiar a estimulo
mecanico inécuo mediante emprego do teste de von Frey eletrénico. Para isso 0s ratos foram
colocados individualmente em uma caixa de acrilico (12 x 10 x 17 cm) com tela no fundo,
onde permaneceram por 20 minutos para adaptacdo ao novo ambiente. Em seguida, foi
verificado o limiar de resposta da pata ipsilateral a lesdo com aparelho de von Frey eletrdnico
(Insight, Brasil). O procedimento consistiu na aplicacédo de forgas crescentes na regido plantar
do membro posterior direito do animal. A resposta foi considerada positiva quando o animal
realizou 0 movimento de retirada do membro estimulado durante o teste. Neste momento, a
intensidade da pressdo exercida foi automaticamente registrada. Porém, se esta resposta foi
seguida de caminhada, o teste foi refeito e a resposta desconsiderada. O teste foi realizado
antes do procedimento cirurgico (0) e aos 3, 5, 7 e 10 dias apds a cirurgia, sempre pela manha,
em local silencioso, e pelo mesmo pesquisador. Em cada rato, o teste foi repetido cinco vezes,
uma vez a cada 5-10 s, sempre na pata ipsilateral a lesdo. A média das cinco leituras foi

considerada o limiar de resposta para o animal. Os resultados foram expressos como média *
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erro padrdo da média da pressdo medida quando o rato ergueu sua pata em resposta ao

estimulo mecéanico inécuo.

Teste da placa quente

Os animais dos diferentes grupos foram testados para determinacdo do limiar a estimulo
térmico mediante emprego do teste da placa quente. Neste teste, cada rato foi inicialmente
aclimatado a placa em temperatura ambiente por um periodo de 15 minutos. Apos este
procedimento, a placa foi aquecida e mantida a temperatura de 50 °C. Nessa temperatura, cada
rato foi colocado sobre a placa quente e o tempo para o reflexo de retirada de qualquer uma
das patas foi verificado e anotado. Assim que o rato manifestou a acdo de erguer qualquer
pata, este foi imediatamente retirado do contato com a placa quente para evitar lesdo tecidual.
O teste foi realizado antes do procedimento cirurgico (0) e aos 3, 5, 7 e 10 dias ap06s a
cirurgia, nas mesmas condigdes descritas no teste de von Frey eletronico. Os resultados foram

expressos como média + erro padrdo da média do tempo de laténcia para a retirada da pata.

Indice funcional do nervo isquiatico (SFI, do inglés sciatic functional index)

O SFI foi determinado pelo teste da marcacgéo das patas (do inglés, walking track analisys),
descrito por De Medinacelli (27) com algumas modificagdes (23,28). No teste, o animal foi
colocado em um corredor de madeira (8,5x100 cm) com acesso a um ambiente escuro. O chéo
do corredor foi forrado com uma tira de papel branco de mesma medida e o rato a ser testado
teve suas patas traseiras marcadas com tinta preta. A seguir, 0 animal foi solto no inicio do
corredor por onde pode se locomover em direcdo ao ambiente escuro, ao final do corredor,

deixando impressas as marcas de suas patas traseiras. Todos 0os animais foram anteriormente
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treinados com trés passagens pelo corredor, permitindo a adaptacéo e exploracao do local. As
marcas das pegadas com qualidade e clareza de impressdo foram usadas para determinar os
seguintes parametros: extensdo da pegada (distancia da extremidade do 3° dedo até o
calcaneo), largura da pegada (distancia entre o 1° e 5 dedo), e distancia entre os dedos
intermediarios (2° e 4" dedo) das patas traseiras. Estas trés medidas foram obtidas das patas
normal (N) e lesionada (E). Foram obtidas diversas impressdes das patas N e E durante a
passagem do rato pelo corredor em direcdo ao compartimento escuro localizado na outra
extremidade, mas apenas 3 impressdes de cada uma das patas foram utilizados para calcular a
média das medidas descritas acima. O SFI foi calculado conforme a formula:

SFI= -38,3 [(EPL-NPL)/NPL)+109,5[(ETS-NTS)/NTS]+13,3[(EIT-NIT)-NIT]-8,8, onde N=
pata sem lesdo; E: pata lesionada; PL= distancia da extremidade do 3° dedo até o calcaneo
(extensdo da pegada); TS: distancia entre 0 1° e 5° dedo (largura da pegada); IT: 2° e 4° dedo
(disténcia entre os dedos intermediarios).

O resultado foi considerado como um indice da condi¢do funcional do nervo isquiético,
onde o zero (x£11) representou funcdo normal e —100 representou perda total da fungédo. Os
valores intermediarios corresponderam a déficits parciais de funcdo. O teste foi realizado
antes do procedimento cirdrgico (0) e aos 3, 5, 7 e 10 dias ap6s a cirurgia, nas mesmas
condigdes descritas no teste de von Frey eletronico. Os resultados foram expressos como

média + erro padrdo da média dos valores obtidos nas avaliagdes das marcas das patas.

Preparacdo das amostras

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram mortos por decapitagéo.

Imediatamente ap0s a decapitacdo de cada rato, foi retirado o segmento lombossacral da

medula espinal, que foi dividido em duas partes. Uma das partes foi homogeneizada para
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dosagem dos tidis totais e TAC. A homogeneizacao foi realizada em solucéo contendo cloreto
de potassio (KCI) 1,15% e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF) 100 mM, seguida de
centrifugacdo a 1000 g, por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -70 °C
(Buege & Aust, 1987). A outra parte da amostra foi utilizada para a determinacdo da SAG,

sendo congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas intacta a temperatura de -70 °C.

Determinacéo da TAC

A TAC foi determinada com 2,2'-azinobis(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato) (ABTS ™), o
gual em um meio acido € descolorido por antioxidantes presentes na amostra (29). A
velocidade da reacdo foi calibrada com Trolox, utilizado como um padrdo para 0s ensaios de
medicdo tradicional de capacidade antioxidante. Os resultados foram expressos em

nanomol-equivalente trolox *-g tecido .

Determinacéo da SAG

A SAG foi estimada pela reducéo de azul de nitrotetrazol (NBT), conforme técnica descrita
por Wang et al. (30). O método consistiu na reacdo dos homogeneizados com NBT por 90
minutos, para formacao de formazan, um indicador de O,*". A absorbancia do formazan foi
determinada espectrofotometricamente a 540 nm. A quantidade de formazan reduzido pelo
O,* foi calculada pela férmula:

Reducao a formazan = A x V/(T x Wt x ¢ x 1), onde A representa a absorbancia do formazan,
V o volume de solucdo, T o periodo de incubagdo das amostras com NBT, Wt o peso do
tecido, € o coeficiente de extingdo molar (0,72 L.mmol'l.mm™), e | representa o caminho

6ptico. Os resultados foram expressos em picomol-minuto™- miligrama de peso do tecido.
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Determinacéo de tidis totais

Os valores de tiois totais foram determinados como descrito por Aksenov & Markesbery
(31). Resumidamente, 30 yL de uma amostra foram misturados com 1 mL de tampéo
fosfato/EDTA (pH = 7,5) e 30 WL de acido 5,5’- ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB, 10 mM).
Amostras controle, sem DTNB, correram simultaneamente. Ap6s 30 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a 412 nm (Espectrofotometro T60, PG

Instruments). Os resultados foram expressos em mmol/mg de tecido.

Andlise estatistica

Os resultados sdo mostrados como média+SEM dos valores de 6 animais. Os resultados
dos testes de von Frey, da placa quente e do SFI foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas, seguida do pos-teste de Tukey. Os resultados dos parametros de estresse oxidativo
foram analisados por ANOVA de duas vias (fatores: lesdo e tempo), seguido do pos-teste de
Tukey. Foi ainda calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson entre 0s parametros
oxidativos (SAG e os tiois totais) e as respostas ao teste de von Frey, considerando o periodo
3 dias. Em todos os testes foram consideradas diferencas estatisticamente significativas
qguando o valor de P foi <0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o

software Sigma Stat 3.5.

Resultados

Parametros comportamentais
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Como ja descrito na literatura (15), as respostas ao teste de von Frey diminuiram com a
constricdo em torno do nervo isquiatico, e a reducdo se relacionou com o numero de
amarraduras (Figura 1A). A reducdo foi aproximadamente 48% no grupo N1S3, 58% no
grupo N2S2 e 75% no grupo N4S0, comparado ao valor obtido no dia 0 (pre-lesdo) e aos
valores dos grupos controle, sham e NOS4. A diminuicdo j& estava presente aos 3 dias e se
manteve nos periodos de 5, 7 e 10 dias apos a cirurgia. Nenhuma alteracéo significativa foi
encontrada nos ratos dos grupos N0S4, sham e controle.

A laténcia de retirada da pata também foi reduzida nos ratos N1S3, N2S2 e N4S0. Apesar
de a reducdo ser significativa apenas no grupo N4S0, pode-se observar relacdo entre o0 numero
de amarraduras e a diminuicdo no limiar térmico quando se calculou os percentuais de
mudancas nos grupos com lesdo nervosa (Figura 1B). A reducdo foi aproximadamente 42%
no grupo N4S0, mas 31% no grupo N2S2 e 23% nos grupos N1S3 e NOS4. Contudo, a
reducdo no grupo N1S3 foi observada nos dias 3, 5, 7 e 10 dias ap0s a constricdo nervosa,
mas apenas nos dias 7 e 10 nos ratos do grupo NOS4. Nenhuma alteragdo significativa foi
encontrada nos ratos dos grupos sham e controle.

Os valores do SFI nos animais dos grupos controle, sham e NOS4 ficaram proximos de
zero em todos os periodos experimentais, 0 que indica funcionalidade normal do nervo
isquiatico (Figura 1A). Os valores tambem foram préximos a zero quando o teste da marcagao
das patas foi realizado antes da lesdo (pré-lesdo) nos ratos submetidos posteriormente a
constricdo gradual no nervo isquiatico. Apds a lesdo nervosa, todos os ratos tiveram reducao
significativa no SFI. Os valores encontrados foram cerca de -60 nos ratos N1S3, -70 nos ratos
N2S2, e -80 nos ratos N4S0O, o que indica perda de funcionalidade no nervo isquiatico e
sugere relacdo entre esse parametro e o numero de amarraduras em torno do nervo.
Considerando o valor pré-lesdo do grupo experimental, a reducdo nos valores do SFI foi

aproximadamente 60% no grupo N1S3, 70% no grupo N2S2 e 80% no grupo N4S0. A Figura
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2B mostra o percentual de reducdo no SFI nos grupos experimentais N1S3, N2S2 e N4S0,
considerando o valor pré-lesdo do grupo experimental como 100%. A reducdo no SFI nos
grupos com constricdo nervosa ocorreu aos 3, 5, 7 e 10 dias, o que sugere auséncia de

recuperacdo da funcionalidade do nervo nesses periodos.

Parametros oxidativos

A TAC ndo mostrou interacbes estatisticamente significativas na medula espinal
lombossacral de ratos sem e com dor neuropatica graduada nos periodos experimentais
considerados no estudo (F= 0,552, P> 0,05) (Figura 3).

Uma interacdo significativa entre grupo e tempo ocorreu na SAG (F= 5,682, P< 0,001). A
SAG estava aumentada nos grupos com constricao gradual no nervo isquiatico (Figura 4A).
Aos 3 dias apos a constricdo nervosa, 0 aumento foi 56% no grupo N1S3, 81% no grupo
N2S2, e 159% no grupo N4S0O, comparado ao grupo controle desse periodo. A correlacdo
entre a SAG e as respostas ao teste de von Frey aos 3 dias foi estatisticamente significativa
(Figura 4B). Apesar de néo significativo, a SAG estava ainda aumentada na medula espinal
dos ratos com constrigdo nervosa aos 10 dias apos a intervencdo cirargica (Figura 4A). O
aumento foi 29% no grupo N1S3, 32% no grupo N2S2 e 56% no grupo N4S0, comparado ao
valor do grupo controle do mesmo periodo. Nenhuma alteragdo estatisticamente significativa
foi encontrada nos grupos controle, sham e NO0S4 nos periodos considerados no estudo.
Porém, quando os grupos sham e N0S4 foram comparados ao grupo controle, observou-se um
acréscimo de aproximadamente 12% na SAG nos grupos sham e N0OS4, tanto aos 3 como aos
10 dias.

Para os tiois totais, a interacdo foi significativa somente para o grupo (F= 15,169,

P<0,001). Os valores de tidis totais reduziram na medula espinal dos ratos com lesdo nervosa,
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e essa alteracdo também se relacionou com o numero de amarraduras em torno do nervo
(Figura 5A). Aos 3 dias, os tidis totais estavam significativamente reduzidos na medula
espinal dos grupos N2S2 (43%) e N4S0 (76%), comparado ao valor do grupo controle do
periodo. No grupo N1S3, a diminuicdo foi 21% comparado ao valor do grupo controle. A
correlacdo entre os valores de tidis totais e as respostas ao teste de von Frey aos 3 dias foi
estatisticamente significativa (Figura 5B). Aos 10 dias, a reducdo nos tidis totais foi 43%,
67% e 11% nos grupos N2S2, N4SO e N1S3, respectivamente. Ndo houve alteracOes

estatisticamente significativas nos grupos controle, sham e N4S0.

Discussao

O presente estudo mostrou que a constricdo gradual no nervo isquiatico reduziu
significativamente os limiares mecanico e térmico e o SFI nos ratos lesionados. Paralelamente
a essas alteracdes se observou aumento na SAG e diminuicdo dos valores de tiois totais na
medula espinal lombossacral dos ratos com lesdo nervosa, sem mudar significativamente os
valores da TAC nesse tecido.

A reducdo no limiar de sensibilidade mecanica nos grupos N1S3, N2S2 e N4SO se
relacionou com o0 numero de amarracBes em torno do nervo isquiatico, tal como foi
demonstrado por Grace et al. (15). Assim, o modelo de dor neuropatica por constricdo gradual
no nervo isquiatico usado no presente estudo reproduziu os dados da literatura. Como a
diminuicdo nos limiares mecénico e térmico, e do SFI, nos ratos N4SO foi similar ao
observada no modelo de dor neuropatica por constri¢cdo cronica no nervo isquiatico (22, 23,
24, 28), pode-se sugerir também que nesse grupo as alteracdes sensoriais foram condizentes
com as de um quadro de dor neuropatica induzida por amarragédo de 4 fios em torno do nervo

isquidtico.
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Pela primeira vez se demonstrou as respostas de ratos com dor neuropatica graduada ao
teste da placa quente, uma medida do limiar térmico. Nos ratos do grupo N4S0, a reducéo no
limiar térmico foi similar ao observado em ratos com dor neuropatica por constricao cronica
no nervo isquiatico (22,24,32). Essa similaridade reforca a presenca de dor neuropatica nos
ratos do presente estudo. Porém, diferentemente do que ocorreu nos ratos N4S0, as alteracfes
na sensibilidade térmica ndo foram estatisticamente significativas nos grupos N1S3 e N2S2.
A primeira vista, esse resultado sugere auséncia de relacdo entre limiar de sensibilidade
térmica e nimero de amarraduras em torno do nervo isquiatico. Contudo, ao se analisar 0s
percentuais de alteracdes nos grupos N1S3, N2S2 e N4S0 se observou maior queda no limiar
térmico nos ratos N4S0, seguido dos ratos N2S2 e, por ultimo, dos ratos N1S3. Esse resultado
indica a possibilidade de relacdo entre limiar térmico e nUmero de amarraduras em torno do
nervo isquiético, tal como se observou no limiar mecénico. E possivel que a falta de
significancia nos valores obtidos nos grupos N1S3 e N2S2 se deve a limitacGes no teste da
placa quente usado no presente estudo. Segundo GUEDES et al. (33), um exemplo de
limitacdo nesse teste € a impossibilidade de se estabelecer qual lado do corpo esta dando
menor sustentacdo ao peso do rato. No presente estudo, 0s ratos com lesdo no nervo isquiatico
provavelmente tinham menor sustentacdo de seu peso corporal no lado lesionado. Porém, essa
variavel ndo pode ser medida no teste da placa quente usado no presente estudo. Apesar da
limitacdo, o teste da placa quente € amplamente usado nos estudos de nocicep¢do em ratos
(22-25). O percentual diferente na laténcia de resposta encontrado no presente estudo pode ser
considerado um indicador de relacdo entre as respostas ao teste da placa quente e o nimero de
amarraduras em torno do nervo isquiatico.

O SFI foi também significativamente reduzido nos ratos com dor neuropatica por
constricdo gradual no nervo isquiatico. Pela primeira vez se demonstrou que a diminuicao foi

maior nos ratos N4S0, seguido dos ratos N2S2 e N1S3. O SFI ¢ um método confiavel,
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repetivel e quantitativo para avaliar a funcdo motora apds lesdo no nervo isquiatico (34). E
sugerido que a constricdo crénica no nervo isquiatico provoca alteracbes no padrdo de
caminhada de ratos devido a dor espontanea ocasionada pela lesdo nervosa (35). Assim, pode-
se sugerir que os valores do SFI nos ratos com dor neuropética por constricao gradual no
nervo isquiatico se devam a nocicepg¢do nesses ratos. Um apoio a essa sugestdo € o resultado
do SFI nos ratos do grupo N4S0, que foi similar ao descrito no modelo de constri¢do crénica
no nervo isquiatico (23,28,34). Os diferentes indices obtidos nos ratos dos grupos N4S0,
N2S2 e N1S3 também apoiam a relacdo entre dor e SFI, uma vez que as diferencas podem ter
ocorrido devido a distinta condicdo dolorosa medida no teste de von Frey.

Interessantemente, ndo houve variacBGes estatisticamente significativas entre 0s grupos
N4S0, N2S2 e N1S3. Esse resultado sugere inexisténcia de relacdo entre SFI e o nimero de
amarragdes em torno do nervo isquiatico. Entretanto, é necessario cautela nessa interpretacéo,
visto que os valores do SFI foram diferentes nos grupos, com o N4S0 apresentando o valor
mais baixo, 0 N2S2 com valor 10 unidades superior ao N4S0, e 0 N1S3 10 unidades superior
ao N2S2 e 20 unidades acima do N4S0. Sabe-se que em ratos com constricdo por ligadura
Unica no nervo isquiatico, o grau de constricdo nesse nervo determinou alteracdes gradativas
na imunorreatividade a galanina, um neuropeptideo com papel importante na dor, em
neurdnios do ganglio da raiz dorsal e da medula espinal (36). Nesse estudo, uma constri¢éo
leve (10-30% do didmetro do nervo) provocou pequeno aumento na imunorreatividade em
fibras amielinicas, 0 que ocasionou pequeno acréscimo no nimero de neurbnios de pequeno
didmetro imunorreativos. Porém, a constricdo média e forte (40-80% e 90%, respectivamente)
afetou todos os tipos de axonios aferentes e induziu um aumento no nimero de neurbnios
imunorreativos, tanto de diametro pequeno como medio e grande, e um acréscimo acentuado
na imunorreatividade no corno dorsal da medula espinal. E possivel que nos ratos do presente

estudo tenha ocorrido constricdo média e forte, pois a amarracdo se deu em torno do tronco
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comum do nervo isquiatico. Assim, pode-se sugerir aumento de atividade em neurdnios de
diametro pequeno, médio e grande nos ganglios das raizes dorsais do nervo isquiatico e em
neurdnios da medula espinal. Essa possivel ativacdo pode ter contribuido para a similaridade
nos valores do SFI nos ratos dos grupos N1S3, N2S2 e N4S0. Desta forma, é possivel que
haja relacdo entre o SFI e 0 niUmero de amarragdes em torno do nervo isquiatico, embora no
presente estudo tenha sido possivel especular essa relacdo considerando apenas 0s percentuais
de alteracdes no SFI nos diferentes grupos com lesdo nervosa periférica.

Paralelamente as mudancas nos limiares mecanico e térmico e SFl, a constri¢do gradual no
nervo isquiatico aumentou gradualmente a SAG na medula espinal lombossacral. Como 0s
valores de SAG na medula espinal de ratos N4S0O foram similares aos descritos em ratos com
dor neuropatica por constricdo cronica no nervo isquiatico (28), essa similaridade reforca o
resultado obtido no grupo N4SO0.

Diversos autores sugerem que 0 O,* se relaciona com dor de varias etiologias, incluindo a
dor neuropatica (7,8,10). Como a SAG foi maior na medula espinal de ratos N4S0, seguido
dos ratos N2S2 e N1S3, a diferenca entre esses grupos pode ser devido ao nimero de
amarracfes em torno do nervo. Um apoio a essa sugestdo é a existéncia de correlagdo
significativa entre a SAG e as respostas ao teste de von Frey aos 3 dias ap6s a cirurgia.
Segundo GRACE et al. (15), as respostas graduais ao teste de von Frey se relacionam com o
namero de amarragdes no nervo. Portanto, como a SAG se relaciona com a dor, e a alteragéo
gradual na SAG parece ser decorrente da nocicepcdo medida nos ratos N1S3, N2S2 e N4S0,
pode-se sugerir relacdo entre a SAG e 0 nimero de amarra¢fes em torno do nervo isquiatico
em ratos com dor neuropatica graduada.

No presente estudo também foi mostrado que a constricdo gradual no nervo isquiatico
reduziu gradualmente os valores de tiois totais na medula espinal lombossacral. A diminuicéo

no grupo N4SO foi similar aquela descrita em ratos com constrigdo cronica no nervo
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isquiatico (12,13). Assim, nosso estudo reproduziu os dados da literatura nos ratos do grupo
N4S0. Como se postula que a diminuicéo nos tidis totais se relaciona com a formacédo de ROS
e de espécies reativas de nitrogénio (12,13) € possivel que a reducdo nos tidis totais se
relacione, em parte, com o aumento gradual na SAG. Outro fator que pode estar contribuindo
para a queda nos valores de tiois totais é a inibicdo do trocador cistina-glutamato. Este é um
transportador de glutamato que promove o efluxo de glutamato concomitante ao influxo de
cistina. A cistina desempenha papel fundamental na sintese e funcdo da glutationa. Em
condicdes de dor, o aumento na concentracdo extracelular de glutamato inibe o trocador
cistina-glutamato (37). Essa inibicdo pode também estar contribuindo para a deplecdo de
glutationa e consequente reducdo nos valores de tiois totais na medula espinal de ratos com
constricdo gradual no nervo isquiatico, uma vez que o diferente nimero de amarraduras no
nervo pode ter induzido variacdo no fluxo de glutamato na medula espinal. Essa sugestao
parece plausivel pelo glutamato desempenhar papel importante na dor neuropatica (38) e o
limiar mecénico ter variado gradualmente nos ratos com dor neuropatica induzida pela
amarracdo gradual em torno do nervo isquiatico. A correlacdo significativa entre a reducao de
tiois totais e as respostas ao teste de von Frey sugere que a diminuicdo nos tidis totais também
se relaciona com o nimero de amarraduras em torno do nervo isquiatico, assim como se
observou na SAG.

Apesar de ocorrerem alteragdes nos valores de tidis totais, ndo houve mudancas
significativas nos valores da TAC na medula espinal dos ratos dos grupos N1S3, N2S2 e
N4S0. E possivel que a falta de alteragdes na TAC tenha relacdo com a barreira
hematencefalica do sistema nervoso central. Apesar de a barreira hematencefalica ser mais
permeavel em situacGes de dor, essa barreira ainda é capaz de dificultar a passagem de
moléculas pro-nociceptivas do plasma ao tecido nervoso (39). Isso garante a manutencéo de

um microambiente homeostatico capaz de manter as fungdes sensoriais e motoras do tecido.
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Assim, é possivel que a barreira, juntamente com as alteracfes intrateciduais que visam
manter a homeostase, seja a provavel causa da falta de variacdo significativa na TAC na
medula espinal dos ratos com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico. A
falta de alteracGes significativas na TAC paralelamente a queda nos tiois totais pode se
relacionar a aumentos na atividade de outros sistemas antioxidantes. A atividade da catalase
aumentou na medula espinal de ratos com dor neuropética por constricdo cronica no nervo
isquiatico (24). Assim, o complexo quadro de alteracdes em distintos parametros pode ser o
responsavel pela falta de mudancas significativas na TAC na medula espinal, embora tenha
ocorrido queda nos valores de tidis totais nesse tecido.

Cabe mencionar ainda que o pequeno acréscimo na SAG na medula espinal dos ratos dos
grupos sham e NOS4 pode ser decorrente dos procedimentos envolvendo a manipulacéo de
tecidos profundos, como musculos e tecido conjuntivo adjacente durante o isolamento do
nervo isquiatico. E sugerido que esses procedimentos podem induzir dor (40). Segundo esses
autores, a manipulacdo sham deve induzir uma sensibilizagdo muito menor na medula espinal,
0 que deve provocar alteragdes distintas em parametros de estresse oxidativo em medula
espinal. Essa diferenca provavelmente foi a responsavel pelas alteragBes distintas nos grupos
sham e NOS4 quando comparados aos grupos com amarraduras em torno do nervo isquiatico.

Concluindo, o presente estudo mostrou que a inducdo de dor por constricdo gradual no
nervo isquiatico provocou alteragdes graduais no limiar de sensibilidade mecanica, o que esta
de acordo com estudo prévio que criou 0 modelo de dor neuropatica graduada (15). Assim, 0
presente estudo reproduziu os dados da literatura, o que reforca os demais resultados obtidos
no presente estudo. Pela primeira vez se mostrou os efeitos da dor neuropatica graduada sobre
0 limiar térmico e o SFI. Apesar de ndo ter ocorrido mudancas significativas nesses
parametros ao se comparar grupos com lesdo nervosa entre si, ndo se pode excluir a

possibilidade de relacdo entre o niUmero de amarragfes em torno do nervo e as alteracdes no
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limiar térmico e no SFI, uma vez que houve diferencas graduais nos percentuais de mudancas
desses parametros nos grupos com lesdo nervosa. Paralelamente as mudancas nos parametros
nociceptivos, observou-se aumento na SAG e reducdo nos valores de tiois totais na medula
espinal lombossacral, os quais se correlacionaram com a redu¢do no limiar mecanico. Esses
resultados ampliam o conhecimento do modelo novo de dor neuropatica, € mostram que esse
modelo modifica gradualmente parametros oxidativos na medula espinal, e que testes como o
da placa quente e da marcacédo das patas parecem promissores para a avaliacdo das alteracoes
graduais na nocicepcao. Assim, os resultados em conjunto favorecem uma maior utilizacdo do

modelo de dor neuropatica graduada em estudos futuros.
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Legendas das Figuras

Figure 1. Medidas das sensibilidades mecanica (A) e térmica (B) em ratos sem e com dor
neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico. Controle: ratos sem qualquer
manipulacdo cirargica; sham: ratos que tiveram apenas lesdo tecidual para visualizagdo do
nervo isquiatico direito; NOS4: ratos sem amarradura no nervo isquiatico direito, mas com 4
segmentos de fios de sutura no espacgo subcutaneo; N1S3: ratos com nervo isquiatico direito
com 1 amarradura e 3 segmentos de fios de sutura no espago subcutaneo; N2S2: ratos com
nervo isquiatico direito com 2 amarraduras e 3 segmentos de fios de sutura no espacgo
subcutaneo; N4S0: ratos com nervo isquiatico direito com 4 amarraduras e nenhum segmento
de fio de sutura no espaco subcutaneo. Os dados sdo mostrados como média = SEM. * Indica
diferenca significativa quando comparado ao tempo 0 (pré-lesdo) do mesmo grupo
experimental e aos grupos controle, sham e N0S4 (P<0,05, ANOVA de medidas repetidas,

seguida do pos-teste de Tukey).

Figure 2. indice Funcional do Nervo Isquiatico (A) e percentual de reducio desse indice (B)
em ratos sem e com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico. Para
descricdo dos grupos experimentais, consulte a Figura 1. Em (A), 0 eixo Y mostra 0s
resultados em unidades, onde zero (+11) significa normalidade e -100 auséncia total de
funcionalidade do nervo isquiatico. Os dados sdo mostrados como média £ SEM. * Indica
diferenca significativa quando comparado ao tempo O (pré-lesdéo) do mesmo grupo
experimental e aos grupos naive, sham e NOS4 (P<0,05, ANOVA de medidas repetidas,
seguida do pds-teste de Tukey). Em (B), considerou-se como 100% o valor obtido no teste
realizado antes da cirurgia para a constricdo no nervo isquiatico (pré-lesdo) do mesmo grupo

experimental.
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Figure 3. Medida da capacidade antioxidante total (TAC) no segmento lombossacral da
medula espinal em ratos sem e com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo
isquiatico nos periodos 3 e 10 dias apos a lesdo. Para descricdo dos grupos experimentais,
consulte a Figura 1. Os dados sdo mostrados como meédia + SEM. N&o houve diferenca

significativa entre os resultados dos diferentes grupos experimentais (ANOVA de duas vias).

Figure 4. (A) Medida da geracdo de anions superéxido (SAG no segmento lombossacral da
medula espinal em ratos sem e com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo
isquiatico nos periodos 3 e 10 dias ap6s a lesdo. (B) Correlacdo entre as respostas ao teste de
von Frey e a SAG aos 3 dias apds a lesdo nervosa periférica. Para descricdo dos grupos
experimentais, consulte a Figura 1. Os dados sdo mostrados como média = SEM. ? Indica
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle; ® indica diferenca significativa
quando comparado aos valores pré-lesdo do grupo experimental do periodo; € indica diferenca
significativa quando comparado aos grupos sham e N0S4 (P<0,05, ANOVA de duas vias,
seguida do pds-teste de Tukey). Em (B), P < 0,001indica o nivel de significancia; r indica o

coeficiente de correlacdo; R? indica a inclinagdo da reta.

Figure 5. (A) Medida da concentracdo de tidis totais no segmento lombossacral da medula
espinal em ratos sem e com dor neuropatica por constricdo gradual no nervo isquiatico nos
periodos 3 e 10 dias apds a lesdo. (B) Correlacdo entre as respostas ao teste de von Frey e 0s
valores de tiois totais aos 3 dias apés a lesdo nervosa periférica. Para descricdo dos grupos
experimentais, consulte a Figura 1. Os dados sdo mostrados como média + SEM.? indica

b

diferenga significativa em relacdo ao grupo Naive, sham e NOS4. " indica diferenca

significativa em relagdo ao grupo N1S3 (P<0,05, ANOVA de duas vias, seguida do pos-teste
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de Tukey). Em (B), P < 0,00lindica o nivel de significancia; r indica o coeficiente de

correlagdo; R? indica a inclinacéo da reta.



Figura 1

>

Limiar mecéanico (g)

75

60

45

30

15

ve]

75

=)
o

Limiar térmico (s)
I~
9y

w
o

15

Mag & . g O %
=
ok ok
) ¥ s %
* % % %
Controle  Sham N0S4 N1S3 N252 N4S0
Grupos experimentais
1= s
us
Controle Sham NOS4 N1S3 N2S52 N4S0

Grupos experimentais

46

0o (Pre-leséo)

03 Dias
|5 Dias

Pos-lesao
W7 Dias

M 10 Dias

00 (Pré-leséo)

O 3 Dias

| 5 Dias i .
Poés-lesao

W 7 Dias

W 10 Dias



47

Figura 2
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Figura 4
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo reproduziu o modelo de dor neuropatica induzida por constri¢do gradual
em torno do nervo isquidtico de ratos, uma vez que as respostas dos animais ao teste de von
Frey, que avalia a sensibilidade mecénica, foi similar a descrita por GRACE et al. (2010), os
pesquisadores que criaram o0 modelo. Pela primeira vez se mostrou que o limiar de
sensibilidade térmica e o SFI também parecem variar de acordo com o numero de
amarraduras em torno do nervo isquiatico, assim como a SAG e os valores de tidis totais na
medula espinal lombossacral sem, contudo, induzir alteragdes significativas na TAC nesse
tecido. Apesar de preliminares, esses resultados ampliam o conhecimento do modelo novo de
dor neuropatica e, assim, favorecem a maior utilizagdo do modelo em estudos futuros.

Todavia, para melhor compreensdo da relacdo da dor neuropatica por constricdo gradual no
nervo isquiatico de ratos e alteragdes graduais em parametros oxidativos na medula espinal
torna-se necesséria a realizacdo de estudos complementares, tais como a medicdo dos niveis
de 6xido nitrico, dos hidroperoxidos lipidicos, do peréxido de hidrogénio, entre outros, ja que

estes possuem participacdo importante no mecanismo da dor.
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"Image Quality Specifications". The link contains important
information about image quality from PubMed Central where the
Brazilian Journal of Medical and Biological Research is indexed.

The Brazilian Journal of Medical and Biological Research
requires the same quality as PubMed Central. Please follow these
instructions when you submit figures to the Brazilian Journal.

Preparing figure files for submission

The Brazilian Journal of Medical and Biological Research
encourages authors to use figures where this will increase the
clarity of an article. The use of color figures in articles is free of
charge. The following guidelines must be observed when
preparing figures. Failure to do so is likely to delay acceptance
and publication of the article.

e Each figure of a manuscript should be submitted as a single
file.

e Figures should be numbered in the order they are first
mentioned in the text, and uploaded in this order.

e Figure titles and legends should be provided in the main
manuscript, not in the graphic file.

e The aim of the figure legend should be to describe the key
messages of the figure, but the figure should also be
discussed in the text.

e Anenlarged version of the figure and its full legend will often
be viewed in a separate window online, and it should be
possible for a reader to understand the figure without moving
back and forth between this window and the relevant parts of
the text.

e Each legend should have a concise title of no more than 15
words. The legend itself should be succinct, while still
explaining all symbols and abbreviations. Avoid lengthy
descriptions of methods. Statistical information should be
given as well as the statistical tests used.

e Arrows or letters should be used in the figure and explained in
the legend to identify important structures.

e Figures with multiple panels should use capital letters A, B, C,
etc. to identify the panels.

e Each figure should be closely cropped to minimize the amount
of white space surrounding the illustration. Cropping figures
improves accuracy when placing the figure in combination
with other elements, when the accepted manuscript is
prepared for publication.

e Individual figure files should not exceed 5 MB. If a suitable
format is chosen, this file size is adequate for extremely high
quality figures.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain
permission from the copyright holder to reproduce figures (or
tables) that have previously been published elsewhere. In order
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for all figures to be open-access, authors must have permission
from the rights holder if they wish to include images that have
been published elsewhere in non-open-access journals.
Permission should be indicated in the figure legend, and the
original source included in the reference list.

Supported file type
The following file format can be accepted: TIFF (suitable for
images) € with 600 dpi.

Micrographs should be treated like photographs with the
following additional guidelines

e Electron micrographs must contain a magnification bar with its

equivalence in micrometers. This information can be found on all
micrographs together with the magnification size.

e Details of any stains used and the method of preparation the
sample should be given in the figure legend or in the Material and
Methods section.

e Detailed information about the microscope used should be included
in the Material and Methods section.

e The type of camera, photographic software and details of any
subsequent image manipulation should be included in the Material
and Methods section.

Tables

e Tables must be submitted in Word (.doc) or Excel (.xls), not as an
image.

o Tables must be numbered consecutively with Arabic numerals in
the text.

e Tables must have a concise and descriptive title.

o All explanatory information should be given in a footnote below the
table. Footnotes should be used to explain abbreviations and provide
statistical information, including statistical tests used.

e All abbreviations must be defined in this footnote, even if they are
explained in the text.

e Tables must be understandable without referring to the text.

e Tables occupying more than one printed page should be avoided, if
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they appear in the text. In the text, citations should be indicated
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Volume, Complete Pages, The Brazilian Journal of Medical and
Biological Research follows the reference format of the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals, which can be found on the website of the National
Library of Medicine
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). Use
the Medline journal abbreviations and follow the reference style
shown on the Website noted above, with several exceptions. See
below for details. If the author uses the program "Reference
Manager", copy the file containing the style of the Brazilian
Journal of Medical and Biological Research and place it in the
folder of "Styles". When submiting the manuscript, send the file
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Please use the following style for the reference list:
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