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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Este estudo abordou o papel das incisdes na pele e nos tecidos profundos em dois modelos
diferentes de dor pés-operatéria em ratos, modelos de incisdo plantar e incisdo do gastrocnémio.

METODOS: Ap6s a aprovacio do Comité de Etica da instituicdo, ratos Wistar machos foram usados em dois experimentos
diferentes. Um grupo de animais foi usado no modelo de incisdo plantar e dividido em trés grupos: incisdo sham, incisdo na
pele e incisdo na pele e musculo e fascia (incisdo em tecido profundo). Outro conjunto foi usado no modelo de incisdo de
gastrocnémio e dividido em trés grupos: incisdo sham, incisdo na pele e incisdo no misculo e fascia. Os animais no modelo
deincisdo plantar foram avaliados quanto ao limiar de retirada da pata, e nos animais do grupo de incisdo do gastrocnémio,
o tempo gasto pelos animais na roda giratéria foi registrado.

RESULTADOS: As incisOes plantares na pele e na pele + tecido profundo aumentaram a hiperalgesia ap6s estimulo mecanico
na pata. A hiperalgesia durou no grupo pele até o 3° dia pds-operatério (DPO), no grupo pele + incisdo em tecido profundo,
a hiperalgesia durou até 0 4° DPO. Os grupos pele e pele + tecido profundo foram significativamente diferentes entre si no 1°,
2°,3°e4°DPO. O tempo gasto na roda de corrida foi menor no grupo pele +tecido profundo no 1° e 2° DPO.

CONCLUSAO: O comportamento de dor provocado apds estimulo mecénico na pele e incisdo em tecido profundo é mais
intenso do que na incisdo da pele no modelo de incisdo plantar, no entanto, incisdes na pele e na pele +incisdo em tecido
profundo provocaram o mesmo comportamento no modelo de incisdo no gastrocnémio.

DESCRITORES: Dor, Fascia, Hiperalgesia, Macho, Pés-operatoria, Ratos, Pele, Wistar.

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: This study addressed the role of skin and deep tissue incisions in two different models of
postoperative pain in rats, plantar incision and gastrocnemius incision models.

METHODS: After approval from the Ethics Committee of the institution, male Wistar rats were used in two different experiments.
One group of animals was used in the plantar incision model and divided in three groups: sham incision, skin incision and
skin and muscle and fascia incision (deep tissue incision). Another group was used in the gastrocnemius incision model and
divided into three other groups: sham incision, skin incision and muscle and fascia incision. The animals in the plantar incision
model were assessed for paw withdrawal threshold, and the time spent by the animals in the gastrocnemius incision model
in the running wheel was recorded.

RESULTS: Skin and skin +deep tissue plantarincisionsincreased hyperalgesia after mechanical stimulus in the paw. Hyperalgesia
lasted in the skin group until the 3 postoperative day (POD), in the skin + deep tissue incision group, hyperalgesia lasted until
the 4™ POD. Skin and skin + deep tissue groups were significantly different on the 1, 2", 3 and 4% POD. Time spent in the
running wheel was lower in the skin + deep tissue group on the 1t and 2"¢ POD.

CONCLUSION: Pain behavior elicited after mechanical stimulus in skin and deep tissue incision is more intense than skin
incisioninthe plantarincision model, however, skin and skin + deep tissue incision elicited the same behavior in gastrocnemius
incision model.

KEYWORDS: Pain, Fascia, Hyperalgesia, Male, Postoperative, Rats, Skin, Wistar.

DESTAQUES

Ador pos-operatoria aguda ainda é muito prevalente
Os mecanismos precisam ser melhor estudados
Os papéis dos musculos e fascias sdo muito importantes na dor pés-operatéria
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INTRODUCAO

A dor pés-operatéria (DPO) é uma forma comum de dor
aguda, um sintoma esperado ap0s cirurgias de grande e médio
porte. A dor comega com a lesdo tecidual que ocorre durante a
cirurgia'. Estima-se que 313 milhdes de cirurgias ocorram em
todo o mundo a cada ano, o que aumenta a dimenséo da questao
da DPO> Cerca de 78,2% dos pacientes americanos submetidos
a cirurgia apresentam dor moderada ou intensa no primeiro dia
de pds-operatorio’.

Os mecanismos da DPO ainda estdo sendo estudados, mas
sabe-se que a sensibilizagdo dos neuronios aferentes primarios,
dos neuronios de segunda ordem no corno dorsal da medula
espinhal, a hipoxia tecidual, a ativagdo do TRPA1 e a fosforilagdo
das proteinas de sinalizagdo intracelular nos terminais nervosos
apos a incisdo plantar levam a sensibilizagdo dos neuronios
aferentes primarios e das células da glia satélite no ganglio da raiz
dorsal*®. A contribui¢do dos tecidos lesionados também parece
ser diferente, com um papel mais relevante atribuido a fascia e
a lesdo muscular do que a lesdo cutanea na dor*®. O presente
estudo avaliou os papéis da pele, da fascia e do musculo nos
comportamentos dolorosos em dois modelos de dor incisional,
a incisdo plantar e a incisdo do gastrocnémio em ratos.

METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP)
sob o namero 130/10. Os animais foram tratados de acordo
com as Diretrizes e Questdes Eticas do Comité de Pesquisa do
TASP®. Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de
polietileno apropriadas, sob condigdes ambientais controladas,
com livre acesso a agua e alimentos.

Os experimentos utilizaram ratos Wistar machos, pesando entre
250 e 350 g, provenientes das instalacdes de criagdo da FMUSP.
Os efeitos da incisdo na pele versus incisoes na pele + tecido
profundo (fascia e musculo) foram avaliados. Dois experimentos
foram realizados: limiar de retirada da pata, usando o teste de
Randall-Selitto, ap6s incisdes na pele ou pele + musculo plantar
e fascia na pata do rato, e tempo gasto pelos animais na roda de
corrida apds incisdes na pele versus pele, musculo gastrocnémio
e fascia.

Incisdo plantar

A incisdo plantar foi realizada conforme descrito pelos autores
de referéncia’ sob anestesia geral com isoflurano a 2%. O aspecto
plantar da pata traseira direita foi preparado com iodopovidona e
uma incisao longitudinal de 1,0 cm foi feitaa 0,5 cm da extremidade
do calcanhar com uma ldmina ndmero 11. A profundidade da
incisdo atingiu o musculo plantar, que foi incisado, elevado e teve
sua inser¢ao mantida. No grupo com incisao na pele, o musculo
plantar no foi alcancado. Ap6s a hemostasia por pressao digital,
a ferida cirurgica foi suturada com fio de mononylon 5-0 e o
fornecimento de anestésico foi suspenso.
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Incisdo do gastrocnémio

Sob anestesia geral com isoflurano a 2%-4%, foi realizada
tricotomia na parte posterior da pata traseira direita do animal,
antissepsia com iodopovidona e incisdo de 2 cm com bisturi de
lamina 11 na pele da regido posterior da pata traseira ou pele do
rato e incisao longitudinal no musculo gastrocnémio e fascia. Apds
a hemostasia realizada com compressdo mecanica com gaze, a
pele foi fechada com trés pontos simples com fio de mononylon
4-0. Apos a cirurgia, os animais foram colocados em suas gaiolas.
As suturas foram removidas sob anestesia geral com isoflurano
no final do 2° DPO.

Limiar de retirada da pata

A avaliagdo do limiar de retirada da pata usando o teste de
Randall-Selitto foi realizada em animais submetidos a incisao
plantar. Os ratos foram avaliados antes da cirurgia, no 1°, 2°, 3°,
4°,7°, 8° ¢ 10° DPO. O limiar foi medido em gramas.

Tempo gasto na roda de corrida

O tempo que 0s ratos permaneceram em movimento na roda
de corrida a cada 24 horas foi avaliado antes da incisdo e no 1°,
20, 3°,4° e 5° DPO. O tempo foi medido em segundos.

Grupos experimentais

Um total de 53 ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 350g,
foram usados nos experimentos, divididos em grupos, compostos
por um minimo de oito e um maximo de 10 animais, avaliando
a DPO usando o modelo de incisdo plantar (experimento IP) em
25 ratos. Vinte e oito ratos foram usados no modelo de incisdo do
gastrocnémio (experimento IG). Entre os ratos do experimento
IP (25), oito foram usados como sham (S), oito foram submetidos
a incisdo na pele (P) e nove animais foram submetidos a incisao
na pele + tecido profundo (P+TP). No experimento IG, oito
animais pertenciam ao grupo sham (S), dez foram submetidos
aincisdo na pele (P) e dez foram submetidos a incisdo na pele +
tecido profundo (P+TP).

Anilise estatistica

Quanto aos dados estatisticos, a varidvel resposta, de natureza
continua, foi apresentada por médias e desvios-padrio em cada
grupo (tipo de incisdo) e em cada momento do pos-operatério.

Para avaliar o efeito do tipo de incisdo, foi utilizado um
modelo de regressdo linear misto, com um efeito fixo da interagéo
do tratamento com o periodo pos-operatdrio e com um efeito
aleatdrio da repeticdo da unidade amostral ao longo do tempo.
Foram realizadas compara¢des multiplas entre os grupos para
cada tempo pos-operatorio. Foi usado um nivel de significincia
de 5%. Os modelos mistos foram construidos usando a fungédo
Imer do pacote lme4 e as comparagdes multiplas com a fungido
Ismeans. As analises foram realizadas com o software R4.1.0 (2021).
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RESULTADOS

Experimento de incisdo plantar (Modelo de incisdo plantar)

Os limiares de retirada da pata apds a aplicacdo de pressdo
foram apresentados por suas médias e desvios padrdo, em cada
periodo de acompanhamento e de acordo com os grupos de
estudo (Tabela 1).

Oslimiares de retirada da pata apds o estimulo mecinico foram
diferentes entre os grupos. A diferenga média estimada dos grupos
pode ser mais bem visualizada na Figura 1, e a Tabela 2 mostra
as diferencas entre os grupos.

As incisdes plantares (pele + incisdo de tecido profundo ou
pele) levaram a hiperalgesia apos estimulo mecénico na pata.
No grupo pele, a hiperalgesia durou até o 3° DPO, enquanto no
grupo P+TP, a hiperalgesia durou até o 4° DPO. Houve também
uma diferenca estatistica entre os grupos P e P+TP no 1°, 2°, 3°
e 4° DPO (Tabela 2). Nos demais tempos, ndo houve diferenca
entre os grupos que receberam incisdes e o grupo sham.

Experimento IG (modelo de incisdo do gastrocnémio)

O tempo gasto pelos animais na roda também variou, mas
menos entre os grupos com incisao, e ¢ mostrado nas Tabelas 3 e4 e
na Figura 2.

Houve diminuigao significativa no tempo gasto pelos animais
naroda giratoria em comparagdo com o grupo sham apenas no
grupo P+IG, no 1° e 2° DPO. Nao houve diferenga entre o grupo
sham e o grupo pele. Entre os grupos P+1G e P, houve uma diferenca
marginal no 1° DPO (p=0,071) (Tabela 4). O comportamento
dos grupos pode ser visto na Figura 2 com as médias estimadas
dos grupos.

DISCUSSAO

Ador pés-operatoria ainda é um desafio na pratica clinica
didria. Os papéis de diferentes tecidos somdticos na dor clinica
estao sendo estudados para explicar achados clinicos, como o fato
de que a DPO em pacientes submetidos a artroplastia total do
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quadril usando incisdo que poupa os musculos sentem menos dor
do que em pacientes cujos musculos foram divididos e incisados'.
Em outro estudo, ndo houve diferen¢a na DPO entre grupos em
que ocorreu o mesmo grau de lesdo tecidual profunda, mas com
diferentes comprimentos de pele incisada''.

[
)
)

o®

- . - . - . - .
Baseline 1stPOD 2ndPOD 3rd POD  4thPOD  7thPOD  8th POD  10th POD
Time after incision

Group —# Sham -e- Skin - Skin + Deep tissue incision

Figura 1. Avaliacdo das médias estimadas dos limiares de retirada de
pata usando o experimento (modelo de incisdo plantar).

Baseline 15t POD 2nd POD 3rd POD 4th POD 5th POD
Time after incision

Groups ® Sham - Skin + gastrocnemius incision ~®  Skin

Figura 2. Médias estimadas do tempo gasto na roda de corrida entre
0S grupos.

Tabela 1. Descri¢do dos dados iniciais no experimento do modelo de incisdo plantar.

Tempo Sham (g)

Pele (g) Pele + tecido profundo (g)

Linha de Base

227,24253 (n=8

212,1+40,3 (n=8)

207,2 +27,2 (n=9)

) (
1°DPO 210,1+35,5 (n=8) 100,0 + 13,9 (n=8) 54,6 +9,7 (n=9)
2°DPO 190,0 + 41,2 (n=8) 131,5+43,3 (n=8) 71,2+ 18,5 (n=9)
3°DPO 223,0+31,4 (n=8) 163,1+43,1 (n=8) 95,3 +31,5 (n=9)
4° DPO 227,2+38,7 (n=8) 197,6 +40,5 (n=8) 149,8 + 47,8 (n=9)
7°DPO 225,1+46,0 (n=8) 202,6 +51,1 (n=8) 193,8 + 45,4 (n=9)
8° DPO 238,0+21,4 (n=8) 214,4 +47,1 (n=8) 205,7 +44,7 (n=9)
10° DPO 236,5+17,0 (n=8) 229,4 +35.4 (n=8) 221+44,0 (n=9)
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Tabela 2. Comparag¢des multiplas entre as médias estimadas dos limiares de retirada de pata durante os dias de pds-operatdrio entre os grupos.

Diferenca média

Comparagdes Tempo estimada ICinf. IC sup. Valor de p
Sh-P Linha de base 15,12 -21,41 51,66 0,4137
Sh-P+TP Linha de base 20,03 -15,48 55,54 0,2660
P-P+TP Linha de base 4,90 -30,61 40,41 0,7848
Sh-P 1°DPO 110,12 73,59 146,66 <0,001
Sh-P+TP 1°DPO 155,57 120,06 191,08 <0,001
P-P+TP 1°DPO 45,44 9,93 80,95 0,0126
Sh-P 2°DPO 58,50 21,96 95,04 0,0020
Sh-P+TP 2°DPO 118,78 83,27 154,29 <0,001
P-P+TP 2°DPO 60,28 24,77 95,79 0,0011
Sh-P 3°DPO 59,87 23,34 96,41 0,0016
Sh-P+TP 3°DPO 127,67 92,16 163,18 <0,001
P-P+TP 3°DPO 67,79 32,28 103,30 0,0003
Sh-P 4°DPO 29,62 -6,91 66,16 0,1109
Sh-P+TP 4°DPO 77,47 41,96 112,98 <0,001
P-P+TP 4°DPO 47,85 12,34 83,36 0,0087
Sh-P 7°DPO 22,50 -14,04 59,04 0,2249
Sh-P+TP 7°DPO 31,35 -4,16 66,86 0,0830
P-P+TP 7°DPO 8,85 -26,66 44,36 0,6224
Sh-P 8°DPO 23,62 -12,91 60,16 0,2027
Sh-P+TP 8°DPO 32,33 -3,18 67,84 0,0739
P-P+TP 8°DPO 8,71 -26,80 44,22 0,6278
Sh-P 10°DPO 7,12 -29,41 43,66 0,6998
Sh-P+TP 10°DPO 15,06 -20,45 50,57 0,4025
P-P+TP 10°DPO 7,93 -27,58 43,44 0,6588

Sh =sham; P =incisdo pele; TP = incisdo tecido profundo; IC - intervalo de confianca.

Tabela 3. Descri¢do dos dados iniciais no experimento do modelo de Incisdo do Gastrocnémio.

Tempo Sham

Incisdo na pele Pele + incisdo do gastrocnémio

Linha de base

2508,8+1585,7 (n=8)

2092,3+754,7 (n=10)

2091,3616,4 (n=10)

1°DPO 1718,5+856,2 (n=2) 1233,5+1076,8 (n=10) 356,6+226,8 (n=10)

2°DPO 2317,1£1216,0 (n=8) 1785,2+847,1 (n=10) 1239,2+559,4 (n=10)
3°DPO 2719,6+1370,3 (n=8) 2131,3+ (n=10) 1838,5+1166,8 (n=10)
4°DPO 2981,9+14423 (n=8) 2453,6+950,1 (n=10) 2544,7+1179,2 (n=10)
5° DPO 2893,4+1344.9 (n=8 2408,3+895,5 (n=10) 2441,5£1073,0 (n=10)

Dessa maneira, acredita-se que o componente muscular é mais
importante do que a pele*>'2. Nesses estudos, as contribui¢oes
da pele e do musculo paraa DPO foram estudadas nos mesmos
modelos de dor incisional usados no presente estudo: o modelo
de incisdo plantar e o modelo de incisdo gastrocnémica, e os

comportamentos de dor observados apds incisdes feitas na pele
ou na pele, fascia e musculo (incisdo profunda) mostraram a
ocorréncia de hiperalgesia secundéria apos estimulo mecanico,
mas ndo apds estimulo térmico nas incisdes que envolviam o
musculo.
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Tabela 4. Comparagdes miltiplas entre o tempo médio estimado gasto na roda de corrida durante os dias de pds-operatério entre os grupos.

Diferenca média

Comparagdes Tempo estimada ICinf IC sup. Valor de p

Sh - P+IG Linha de base 417,45 -596,16 1431,06 0,4103
Sh-P Linha de base 416,45 -597,16 1430,06 0,4114
P-P+IG Linha de base -1,00 -956,64 454,63 0,9983
Sh - P+IG 1°DPO 1316,90 248,29 2375,51 0,0097
Sh-P 1°DPO 485,00 -528,61 1498,61 0,3395
P-P+IG 1°DPO -876,90 -1832,54 78,74 0,0711
Sh - P+IG 2°DPO 1077,93 64,31 2091,54 0,0377
Sh-P 2°DPO 531,93 -481,69 1545,54 0,2954
P - P+IG 2°DPO -546,00 -1501,64 409,64 0,2552
Sh-P+IG 3°DPO 881,13 -132,49 1894,74 0,0866
Sh-P 3°DPO 588,33 -425,29 1601,94 0,2478
P-P+IG 3°DPO -292,80 -1248,44 662,84 0,5394
Sh - P+IG 4°DPO 437,18 -576,44 1450,79 0,3887
Sh-P 4°DPO 528,28 -485,34 1541,89 0,2986
P-P+IG 4°DPO 91,10 -864,54 1046,79 0,8483
Sh - P+IG 5°DPO 451,88 -561,74 1465,49 0,731
Sh-Sh+P 5°DPO 485,08 -528,54 1498,69 0,3394
P - P+IG 5°DPO 33,20 -922,44 988,84 0,9444

Sh =sham; P =incisdo pele; P +1G = incisdo na pele e incisdo do gastrocnémio; IC - intervalo de confianga.

Nos experimentos do presente estudo, a hiperalgesia mecanica
ocorreu apds a incisdo na pele e apds a incisdo na pele e tecido
profundo, retornando aos valores de linha de base com o passar
dos dias. Ap6s a lesdo do musculo plantar, a dor foi mais intensa
e durou mais do que a dor da lesdo apenas na pele. O limiar de
retirada foi menor nos grupos P+TP em compara¢do com os
grupos sham e pele nos primeiros quatro dias de pds-operatdrio,
semelhante a resultados ja encontrados’.

No experimento IG, houve diminui¢do no tempo gasto pelos
animais na roda no 1° e 2° DPO no grupo P+IG em comparagdo
com o grupo sham, mas nao houve diferencga entre P e P+IG,
apenas uma tendéncia de menor tempo gasto pelos animais do
grupo P+IG em comparagdo com o grupo P na roda de corrida
durante o 1° DPO.

O presente estudo confirmou resultados ja encontrados
que mostraram o papel da fascia e do musculo como mais
importante do que a incisdo na DPO e propomos duas hipéteses
para explicar o fato de que o componente muscular teve mais
importancia no modelo de incisdo plantar e menos importéncia
no modelo de incisdo gastrocnémica. No modelo de incisdo
plantar, o componente de dor evocada foi mais intenso, o
estimulo doloroso foi aplicado diretamente sobre a incisdo e
a inervacdo sensitivaé mais presente na parte plantar da pata
do que em dreas mais proximais do membro inferior. Na roda
giratodria, a deambulagdo utiliza o musculo gastrocnémio, mas

o estimulo nociceptivo nio foi aplicado diretamente sobre
o musculo. Outra possibilidade, decorrente da tendéncia
observada no 1° DPO, é que o tamanho da amostra ndo tenha
sido adequado para detec¢do da diferenga no modelo de dor
incisional por lesdo de gastrocnémio.

CONCLUSAO

O estudo mostrou a relevancia do musculo na génese da dor
somatica pos-operatoria, mas esse papel pode variar de acordo
com o grupo muscular lesado e/ou do estimulo nociceptivo
utilizado.

Foram observadas diferengas em ambos os modelos
entre animais com incisdes na pele, pele e fascia e musculo,
onde se observa que quanto mais profunda a incisdo, maior a
sensibiliza¢do, o que demonstra que a ativagdo muscular ou de
tecidos profundos sensibiliza mais nociceptores. Inimeros dados
disponiveis, além de muitos ensaios clinicos randomizados,
sugerem que a hiperalgesia mecanica com duragéo de varios
dias tem algumas semelhangas com o estado da DPO humana.
Esses dados permitirdo uma investigagdo mais profunda dos
componentes da dor incisional e, portanto, o teste de novos
tipos de tratamento.
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