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“Fu quis mudar o mundo, mas descobri
que a Unica coisa que se pode mudar, com
certeza, ¢ a si proprio.”

(Aldous Huxley)






RESUMO

A dor clinica possui um carater multidimensional, mas a sua dimenséo
afetiva € pouco explorada nos testes de nocicep¢do. Sendo assim, o
presente trabalho objetivou comparar os modelos de nocicepcao
persistente cutdnea e articular, através da observagdo comportamental e
da  manipulacdo  farmacolégica  (morfina,  midazolam e
pentilenotetrazol), buscando um modelo mais preditivo para o
desenvolvimento de farmacos analgésicos. Para tanto, foram utilizados
ratos Wistar machos (250-300 ¢), submetidos a administracdo
intraplantar ou intra-articular de formalina 2%. Foram mensurados
comportamentos nocifensivos e demais comportamentos habituais
afetados pela nocicepgéo — o interesse pelo ambiente, evidenciado pela
exploracdo vertical, e o interesse por si proprio, evidenciado pela
autolimpeza. Um perfil distinto de respostas nocifensivas foi observado
nos dois modelos. O lamber/morder de pata foi 0 comportamento
induzido pela formalina intraplantar que demonstrou maior semelhanca
temporal com o levantar sustentado do membro, induzido pela formalina
intra-articular. A formalina intraplantar suscitou comportamento
proativo, enquanto a formalina intra-articular produziu comportamento
passivo. Ainda, a formalina intra-articular promoveu maior reducéo da
exploracdo vertical, enquanto que ambos os estimulos atenuaram a
expressao da autolimpeza de maneira semelhante. A morfina (1,0 e 4,0
mg/kg) reduziu a expressdo dos comportamentos de lamber/morder a
pata (modelo intraplantar) e levantar sustentado de membro (modelo
intra-articular) em ambas as fases do teste da formalina. Além disso, a
morfina reduziu a exploragdo vertical nos animais do modelo
intraplantar (0,4, 1,0 e 4,0 mg/kg) e intra-articular (4,0 mg/kg), além da
autolimpeza nos animais de ambos os modelos (4,0 mg/kg). O
midazolam (0,5 mg/kg) e pentilenotetrazol (15 mg/kg) atenuaram
somente a resposta nocifensiva de lamber/morder a pata, enquanto que a
autolimpeza e a exploracdo vertical foram atenuadas, respectivamente,
apenas no modelo intraplantar. Assim, este estudo sugere que a
formalina intra-articular pode se correlacionar melhor com a dor clinica
em humanos, por induzir comportamento mais relacionado a depressao
e, portanto, poderia ser uma plataforma mais preditiva para o
desenvolvimento de farmacos analgésicos. Sugerimos que a restauracao
dos comportamentos normais de aten¢do ao ambiente e consigo préprio
seriam propriedades desejaveis em um analgésico, porém, nenhum
farmaco utilizado aqui restaurou estes comportamentos. Curiosamente, o
analgésico padrdo — morfina — acentuou o efeito depressivo da
nocicepcao sobre estes comportamentos.

Palavras-chave: Nocicepcdo. Emocionalidade. Formalina. Intra-
articular.






ABSTRACT

Clinical pain has a multidimensional character, but its affective
dimension of pain is underexplored in nociceptive tests. Therefore, this
study aimed to refine the models of persistent cutaneous and articular
nociception through behavioral and pharmacological (morphine,
midazolam and pentylenetetrazole) approaches seeking a more
predictive model for the development of analgesic drugs. For this
purpose, male Wistar rats (250-300 g) were subjected to administration
of formalin 2% in to the hindpaw or knee-joint. Subsequently,
nocifensive behaviors, as well as ordinary behaviors affected by
nociception — the attention to the environment, as evidenced by the
rearing, and the attention to itself, as evidenced by the grooming. A
distinct profile of nocifensive responses was observed in the two
models. The licking/biting behavior induced by formalin in the hindpaw
showed temporal similarity to the lifting of hindlimb induced by
formalin in the knee-joint. Further, animal undergoing paw injection of
formalin exhibited a proactive coping behavior, while the ones receiving
knee-jointinjection showed a passive coping behavior. The knee-joint
formalin administration determined a greater reduction of rearing, while
both kinds of stimuli reduced similarly the grooming expression. The
administration of morphine (1.0 and 4.0 mg/kg) reduced both the
expression of licking/biting paw (hindpaw model) and sustained lifting
of hindlimb behaviors (knee-joint model) in both phases of the formalin
test. Furthermore, the morphine reduced the rearing differently between
animals of the hindpaw (0.4, 1.0 and 4.0 mg/kg) and knee-joint models
(4.0 mg/kg) besides reducing the grooming similarly in animals of both
models (4.0 mg/kg). Both, midazolam (0.5 mg/kg) and
pentylenetetrazole (15 mg/kg), attenuated the licking/biting behavior,
but each reduced grooming and rearing, respectively, in hindpaw model
only. Thus, these results suggest that knee-joint model may be a better
correlate to the human pain and could be a more predictive model for
the development of analgesic drugs. We also suggest that the restoration
of normal attentional behaviors either to the environment or to itself, are
desirable properties for a painkiller, however, no drug used herein
restored these behaviors. Interestingly, the standard analgesic morphine
accentuated the depressive effect of nociception on these behaviors.

Keywords: Nociception. Emotionality. Formalin. knee-joint.
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1 INTRODUCAO

A dor é uma experiéncia subjetiva, de dificil definicdo, embora
todos saibam o que ela significa (RANG et al., 2007). A Associagdo
Internacional de Estudo da Dor (IASP) define dor como ‘“uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma leséo
tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao” (LOESER;
TREEDE, 2008). Esta definicdo implica que a dor possui um carater
multidimensional, pois envolve componentes sensorial-discriminativos,
motivacional-afetivos, autonémicos e motor-reflexivos (CRAIG et al.,
2003, TANIMOTO et al., 2003). Apesar dos sistemas neurais do
componente sensorial da dor estarem mais bem descritos na literatura,
os relacionados ao componente afetivo negativo estdo menos claros
(TANIMOTO et al., 2003). Ainda, considerar somente as caracteristicas
sensoriais da dor e ignorar suas propriedades motivacionais e afetivas é
olhar somente para parte do problema e, possivelmente, nem mesmo a
parte mais importante deste (MELZACK; CASEY, 1968 apud FIELDS,
1999).

Além disso, a dor possui um carater variavel e produz sensacoes
diversas. As respostas evocadas pela dor de origem profunda
(proveniente de mausculos, articulagdes e visceras) sdo bastante
diferentes das evocadas pela dor de origem cutanea. Isso porque, a dor
cutdnea produz respostas de luta ou fuga, vigilancia aumentada,
hiperatividade, hipertensdo e taquicardia, enquanto que a dor profunda
geralmente evoca uma reacao caracterizada por quiescéncia, vigilancia
diminuida, reatividade diminuida, sudorese, ndusea e, frequentemente,
bradicardia e hipotensdo. Téo diferentes séo as respostas afetivas, que as
representacdes centrais de dor profunda e cutnea sdo provéveis de
serem diferentes (KEAY et al.,, 2000; LEWIS, 1942 apud KEAY;
BANDLER, 2002).

Neste contexto, o teste de formalina classico (que sera descrito
mais adiante), desenvolvido por Dubuisson e Dennis em 1977, ainda é
muito utilizado na busca de novas drogas com potencial analgésico. No
entanto, esse teste de nocicepgdo geralmente é conduzido levando-se em
consideragdo somente as respostas nocifensivas, desprezando 0s
comportamentos  habituais  utilizados como  pardmetros  de
emocionalidade (ADIBPOUR et al., 2014). Além disso, o teste da
formalina classico é baseado na administracdo de formalina em tecido
cutaneo (superficial) e, portanto pode ndo ser 0 modelo mais adequado
para o estudo da dor clinica persistente, como no caso da dor evocada
em tecidos profundos.
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1.1 CONSIDERACOES IMPORTANTES SOBRE DOR
1.1.1 Componente sensorial da dor: vias nociceptivas

O termo nocicepcao esta relacionado ao aspecto sensorial da dor
e ¢ definido como “os processos neurais de codificagdo e processamento
do estimulo nocivo”. Portanto, nocicep¢do e dor ndo devem ser
confundidos, pois sdo eventos que podem ocorrer de forma
independente (LOESER; TREEDE, 2008).

Um estimulo nociceptivo comumente causa dano tecidual,
ativando um grupo discreto de estruturas sensoriais periféricas chamadas
nociceptores. Sabe-se que estas estruturas sdo terminacfes de fibras
nervosas de pequeno didmetro que podem ser ndo-mielinizadas (fibras
C) ou pouco mielinizadas (fibras Ad). Anatomicamente, as fibras
nervosas do tipo C e Ad alcangcam e/ou circundam a ldamina mais externa
do corno dorsal na medula espinal, onde penetram perpendicularmente e
terminam principalmente nas laminas superficiais (I ou II) ou se
estendem para as [aminas mais profundas (V, VI, VIl e X).

Estd bem estabelecido na literatura que os nociceptores (também
referidos como aferentes primarios), podem ser ativados por estimulos
de vérias naturezas, como, mecanicos, térmicos e quimicos (COUTAUX
et al., 2005). Apb6s sua ativagcdo, 0s nociceptores transmitirem a
informacdo nociceptiva proveniente da periferia para os neurdnios
nociceptivos de segunda ordem, cujos corpos celulares estdo localizados
na medula espinal. De fato, estudos eletrofisiolégicos do corno dorsal
identificaram trés tipos de neurdnios que recebem sinapses de fibras
aferentes sensoriais primarias: neurdbnios nociceptivos especificos,
neurdnios nociceptivos nao-especificos (também conhecidos como
neurdnios de faixa dindmica ampla, do inglés, WDR - wide dynamic
range neurons) e neurénios ndo-nociceptivos especificos.

Os neurdnios nociceptivos especificos respondem apenas a
estimulos periféricos de alta intensidade mediados a partir das fibras do
tipo Ad e C, as quais provém de uma grande variedade de locais (pele,
articulagdes e 6rgédos). Por outro lado, os neurénios WDR respondem
tanto a baixa quanto a alta intensidade de estimulos periféricos,
provenientes de visceras, musculos e articulagdes. Ainda, estes
neurbnios podem ser excitados por estimulos provenientes tanto de
fibras ndo-nociceptivas (AB) quanto de fibras nociceptivas (Ad e C). A
Gltima classe de neurdnios de projecdo ascendente, os neurénios nao-
nociceptivos, respondem somente & baixa intensidade de estimulos
periféricos (CALVINO; GRILO, 2006).
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Além disso, os ax6nios dos neurdnios nociceptivos de segunda
ordem constituem tratos espinais ascendentes que entéo se projetam para
varios niveis supraespinais, onde geralmente estabelecem sinapses com
outros neurdnios nociceptivos (neurdnios de terceira ordem). Os dois
principais tratos implicados séo:

e Trato espinotalamico - conduz informagBes nociceptivas
provenientes da medula espinal diretamente para o talamo
ventro-postero-lateral (VPL) e certos nucleos talamicos
mediais. Por sua vez, os neurdnios no talamo VPL projetam
seus axOnios principalmente para a area somatossensorial S1 e
S2 do cortex parietal, levando a génese da percepcdo da dor
(qualidade, intensidade, localizacdo e duragéo). Por outro lado,
0s neurdnios nociceptivos do tdlamo medial projetam seus
axonios principalmente para o cortex frontal, cortex insular e
cortex cingulado anterior, gerando respostas emocionais mais
complexas a dor (CALVINO; GRILO, 2006).

e Trato espino-reticulo-mesencefélico - pode ser subdividido
em trato espinomesencefalico e trato espinorreticular. O
primeiro, o trato espinomesencefalico, compreende as proje¢des
espinais para regides como a substancia cinzenta periaquedutal
(SCP) e o nucleo parabraquial da ponte, o qual se projeta para a
regido da amigdala (via espinoparabraquioamidaldide) ou
hipotdlamo (via espinoparabraquio-hipotalamica). Portanto, o
trato espinomesencefalico estd mais relacionado com a
dimensdo afetivo-motivacional e componente descendente
modulatério da dor (MILLAN, 1999). O trato espinorreticular,
por sua vez, conduz informagfes nociceptivas provenientes da
medula espinal diretamente para a formacgéo reticular. Esta via
nociceptiva é ligada ao Sistema Reticular Ativador Ascendente,
bem como a SCP, e envia projecdes para o talamo, cortex e
estruturas do sistema limbico.

1.1.2 Vias descendentes modulatérias da dor

A existéncia de um sistema modulatério da dor foi mais
claramente proposta em 1965, com a teoria de controle da dor por
comporta, proposta por Wall e Melzack. Posteriormente, Wall (1967)
sugeriu que estruturas do tronco encefalico seriam capazes de aumentar
a atividade de mecanismos inibitorios locais a nivel espinal, mediante a
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estimulacdo cutdnea de gatos descerebrados. A evidéncia de que um
sistema descendente poderia seletivamente modular a dor foi
demonstrada, a partir da observacdo de que a estimulacdo focal de uma
area encefalica resultava em uma resposta de antinocicepcdo. Sendo
assim, a SCP foi a primeira estrutura na qual se demonstrou que a
estimulacdo elétrica produzia uma resposta do tipo antinociceptiva em
ratos (REYNOLDS, 1969), e analgesia em humanos (para revisdo, ver
BOIVIE; MEYERSON, 1982).

Desde entdo, diversas estruturas supraespinais que desempenham
um papel modulatério importante sobre a dor, incluindo hipotalamo,
regido dorso-lateral da ponte (DLPT) e por¢éo rostral da regido ventro-
medial do bulbo (RVM) foram encontradas. Além disso, no RVM estéo
presentes dois tipos de neurdnios, as chamadas células-on e células-off,
as quais vém sendo implicadas na modulacdo nociceptiva (FIELDS ;
BASBAUM, 1999; FIELDS, 2005). Isso porque, no teste de retirada da
cauda, foi demonstrado que a atividade aumentada das células-off
promoveu uma resposta inibitoria a estimulagdo nociceptiva térmica,
enquanto que a ativacdo das células-on pareceu facilitar os mecanismos
nociceptivos no corno dorsal (FIELDS, 2004).

A SCP possivelmente desempenha o principal papel na inibicdo
descendente da dor (STAMFORD, 1995). No entanto, embora a sua
estimula¢do promova antinocicepgao, poucas fibras da SCP projetam-se
diretamente para o corno dorsal da medula espinal (BESSON, 1987).
Em relacdo a isso, sabe-se que a SCP pode ser divida em quatro colunas
longitudinais que variam ao longo do seu eixo rostro-caudal, sendo:
dorso-lateral, dorso-medial, lateral e ventro-lateral, as quais diferem
entre si pelas caracteristicas imunohistoquimicas, densidade de
receptores, conexfes e fungbes (BANDLER; SHIPLEY, 1994;
BANDLER; KEAY, 1996). O maior eferente da coluna ventro-lateral da
SCP (SCPvl) projeta-se para o nicleo magno da rafe (NRM)
(CAMERON et al., 1995), um importante nucleo serotonérgico
localizado no RVM. Os neurbnios do RVM, por sua vez, projetam-se
ao longo do funiculo dorsolateral (DLF) e terminam nas laminas I, Il e
V do corno dorsal da medula espinal (BASBAUM et al., 1978). Por
outro lado, a coluna dorso-lateral da SCP (SCPdl) projeta ax6nios para a
regido dorso-lateral da ponte e para a regido ventro-lateral do bulbo
(CAMERON et al., 1995). Dessa forma, mesmo que a SCP ndo possua
neurbnios  descendentes  noradrenérgicos  e/fou  serotonérgicos
diretamente para a medula espinal, as diferentes colunas dessa estrutra
se comunicam com sitios noradrenérgicos importantes para a modulagéo
da dor a esse nivel, incluindo os nucleos A5, A6 e A7 (BAJIC;
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PROUDFIT, 1999), além dos ndcleos serotonérgicos (BAJIC;
PROUDFIT, 1999). A contribuicdo destes nucleos noradrenérgicos na
modulagdo da dor deve-se principalmente pela inibicdo dos neur6nios
pré-sindpticos e pos-sindpticos responsaveis pela transmissdo da dor a
nivel medular, provavelmente sendo esse efeito mediado pela acéo
agonistica da noradrenalina nos adrenorreceptores a-2 (para reviséo, ver
MILLAN, 2002). Isso porque, sabe-se que esses receptores estdo
acoplados a uma proteina G do tipo inibitoria, o que parece implicar na
resposta antinociceptiva mediada por esse receptor a nivel medular.

Muitos neurotransmissores estdo envolvidos na modula¢do da
atividade da SCP e, portanto, interferem na nocicepgdo. Os opioides
exogenos, como a morfina (MOR), mimetizam as a¢Bes analgésicas dos
opioides enddgenos por atuarem em sitios espinais e supraespinais. A
nivel espinal, o efeito dos opioides se deve principalmente a sua
atividade agonistica nos receptores opioidérgicos u, x ¢ 6 que, por sua
vez, estdo acoplados preferencialmente a uma proteina G do tipo
inibitéria. Como consequéncia, a ativacdo desses receptores (ou a
estabilizacdo dos mesmos em uma conformacdo estrutural ativa)
promove a ativagdo de canais para 0 potassio e a inibicdo dos canais
para o calcio (para revisdo, ver MILLAN, 1999), o que resulta na
liberacdo reduzida de transmissores excitatorios (por exemplo, o
glutamato).

O envolvimento dos opioides na inibicdo da dor mediada pela
SCP foi evidenciado por Yaksh e Rudhy (1978), os quais demonstraram
gue a injecdo de morfina na SCP foi capaz de promover uma
antinocicepcdo duradoura, sensivel a naloxona (um antagonista
competitivo dos receptores opioides). No entanto, é valido destacar que
a antinocicepcao obtida com a estimulacdo da regido dorsal da SCP é de
natureza nao-opioide, enquanto a antinocicepcdo opioide é obtida com a
estimulacdo da regido ventro-lateral da SCP (BLANDLER; SHIPLEY,
1994).

Quando agonistas p-opioides sdo administrados sistemicamente
ou localmente na SCP ou no RVM, ocorre um aumento na taxa de
disparo das células-off, sendo posteriormente observado uma resposta
de inibicdo do reflexo de retirada da cauda em resposta a estimulagéo
térmica. Além disso, doses analgésicas de agonistas p-opioides
silenciam a atividade das células-on (FIELDS, 2004). Essa resposta é
compativel com o encontro de um efeito analgésico, uma vez que a
atividade das celulas-off foi encontrada por promover a inibicdo da
nocicepcdo. Os agonistas opioides enddgenos ou exdgenos também
podem interagir com neurbnios glutamatérgicos e GABAérgicos
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presentes na SCP. Sendo assim, o efeito antinociceptivo promovido
pelos opioides pode estar relacionado com um processo de desinibicdo
da SCP (CHIENG; CHRISTIE, 1994), uma vez que 0s neurdnios da
SCP, os quais se projetam para 0 RVM, encontram-se sob inibicdo
tonica por interneurdnios GABAGérgicos (para revisdo, ver
BEHBEHANI, 1995). Em contrapartida, Chieng e Chriestie (1994)
também demonstraram em seus experimentos que a administracdo de
opioides inibiu a atividade de neurbnios glutamatérgicos presentes na
SCP, mas se essa resposta contribui para a promog¢ao de analgesia ainda
ndo esta clara. Além disso, os opioides também atuam em outras
estruturas importantes na modulacdo da dor, como amigdala, hipotalamo
e DLPT (para revisdo, ver FIELDS, 2004).

O écido gama aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor
inibitério do sistema nervoso central, também fornece importantes
contribuicBes na modulagdo da dor. A administracdo de agonistas do
receptor GABA-A no RVM (GILBERT; FRANKLIN, 2001), ou a
administracdo intra-cerebroventricular de benzodiazepinicos (BZDs)
(TATSUO et al., 1999), aumenta a nocicep¢do. De maneira oposta,
injetados na medula, os BZDs produzem antinocicepcdo em muitos
testes (NIV et al., 1988; ZAMBOTTI et al., 1991). Além disso, como
ja mencionado anteriormente, as vias de projecdo excitatorias,
provenientes da SCP, que se projetam para 0s neurdnios do tronco
encefalico estdo sujeitas a um controle inibitério ténico pelos
interneurbnios GABAérgicos (para revisdo, ver MILLAN, 1999). Sendo
assim, nao é dificil argumentar que muitos dos resultados contraditdrios
obtidos em testes nociceptivos mediante a administracdo de BDZs
sistemicamente, sdo consequéncia da ampla distribuicdo do sistema
GABAGérgico a nivel espinal e supraespinal. Alguns benzodiazepinicos,
como por exemplo, o midazolam (MDZ), ainda podem ser
biotransformados em outros metab6litos como a a-hidroximidazolam e
0 4-hidroximidazolam, ambos farmacologicamente ativos e que,
portanto, podem contribuir para a diversidade das repostas encontradas
com a utilizacdo dessas drogas.

Outra droga que pode servir como uma importante ferramenta
farmacoldgica para o estudo da dor sob condi¢des emocionais alteradas,
é o pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista do receptor GABA-A que
atua no mesmo sitio de ligacdo da picrotoxina (HUANG et al., 2001). O
PTZ pode ser considerado um protétipo de droga ansiogénica, sendo
extensamente utilizado em modelos animais de ansiedade (JUNG; LAL,;
GATCH, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20RQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11504794
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1.1.3 Componente afetivo-motivacional da dor e o sistema limbico

As emogcdes desagradaveis sdo componentes integrantes da dor,
por apresentarem qualidades sensoriais Unicas e por essas qualidades
ocorrerem frequentemente dentro de um contexto que é ameacador,
como ocorre durante uma doenga ou trauma fisico. Portanto, a dor é
acompanhada por desejos de terminar, reduzir ou escapar da sua
presenca. Parte desta dimensédo afetiva da dor é o0 momento a momento
desagradavel, feito de emocgbes que pertencem ao presente ou futuro
préximo, como angustia, ansiedade e medo (PRICE, 2000).

A dor persistente estd fortemente associada com depressao e
transtornos de ansiedade. A relagcdo entre dor e aspectos afetivos
negativos parece ser reciproca naqueles pacientes que sofrem de
depressédo e ansiedade, enquanto que o medo e/ou estresse podem inibir
a dor (relatado na literatura como analgesia induzida por estresse)
(NEUGEBAUER et al., 2004; BUTLER; FINN, 2009), ou ainda,
facilita-la (JORUM, 1988). Ja foi demonstrado que a ansiedade pode
potencializar a dor em humanos (PLOGHAUS et al., 2001) e que
farmacos ansioliticos ajudam no controle da dor (JANSSEN; ARNTZ,
1999). Em testes animais, observa-se também, a influéncia da ansiedade
na nocicepgdo, porém, os resultados séo variados. FArmacos ansioliticos
podem ter efeito hiponociceptivo (MARTINS; BASTOS; TONUSSI,
2006), hipernociceptivo (TATSUO et al., 1999), ou nenhum efeito
(GATCH, 1999; MARTINS; BASTOS; TONUSSI, 2006). Por outro
lado, farmacos ansiogénicos podem induzir hiponocicep¢do
(SHANNON; LUTZ, 2000; VELAZQUEZ et al., 2006) ou nenhum
efeito (MARTINS; BASTOS; TONUSSI, 2006).

Da mesma forma, estudos em humanos mostraram uma
associacdo positiva entre depressdo e disturbios dolorosos crénicos
(SULLIVAN, 1992). Além disso, € bem contemplado na literatura o uso
de farmacos antidepressivos no tratamento da dor crénica (MICO et al.,
2006). De maneira semelhante, animais de modelos de dor neuropatica
evocam comportamentos do tipo depressivo, com alteracdo do volume
da amigdala (GONCALVES et al., 2008). De fato, a amigdala parece ser
um importante substrato neural para a interacdo entre dor e emocao.
Através das conexdes com areas cerebrais envolvidas na nocicepcéo e
dor, medo e ansiedade, atencdo e cogni¢do, funcdo autonémica e
respostas de estresse e no controle enddgeno da dor, o nucleo central da
amigdala parece exercer um papel chave na resposta emocional-afetiva
da dor (NEUGEBAUER et al.,, 2004). Foram demonstrados que
diferentes nicleos da amigdala séo ativados por estimulos quimicos



26

somaticos e viscerais. A inje¢do intraplantar de formalina aumentou a
expressdo de RNAm para c-fos nos nucleos basolateral e lateral da
amigdala, mas ndo no ndcleo central da amigdala, enquanto a injecao
intraperitoneal de &cido acético induziu fortemente a expressdo de
RNAm para c-fos no nicleo central, moderadamente no nucleo lateral e
brandamente no nucleo basolateral da amigdala (NAKAGAWA et al.,
2003). Além disso, a lesdo excitotdxica bilateral dos nlcleos basolateral
e central da amigdala aboliu a aversdo condicionada ao local induzido
por injecdo intraplantar de formalina, enquanto a lesdo do nicleo central
da amigdala, mas ndo do nlcleo basolateral, aboliu a aversdo
condicionada ao local induzida por injecdo intraperitoneal de &cido
acético, em ambos o0s casos, sem alterar a expressdo dos
comportamentos nociceptivos induzidos pelos agentes nociceptivos. Isto
demonstra diferentes contribuicbes dos ndcleos da amigdala nos
comportamentos afetivos negativos de dores quimicas somaticas e
viscerais (TANIMOTO et al., 2003).

Um sistema que se origina do corno dorsal da medula espinal e
se projeta através de nacleos do tadlamo medial/intralaminar para o
cortex cingulado anterior foi proposto como responsavel pelo
processamento do aspecto desagradavel da dor (TREEDE et al., 1999).
A destruicdo de neurdnios na regido rostral, mas ndo caudal do cdrtex
cingulado anterior, reduziu a aversdo condicionada ao local induzida
pela formalina (sugerindo o envolvimento do componente afetivo da
dor) sem reduzir os comportamentos relacionados a nocicepgdo. Esse
resultado demonstra a importancia do cértex cingulado anterior nas
respostas afetivas da dor (JOHANSEN et al., 2001).

1.1.4 Dor em regides superficiais e profundas

Como referido anteriormente, Thomas Lewis (1942) forneceu
evidencias de que a resposta afetiva evocada por dor de origem cutanea
(caracterizada por luta ou fuga, vigilancia aumentada, hiperatividade) é
bastante diferente da suscitada por dor em tecido profundo
(caracterizada por quiescéncia, vigilancia diminuida, reatividade
diminuida). T&o diferentes eram as respostas afetivas que Lewis (1942)
supds que as representacdes centrais de dor profunda e cutdnea deveriam
ser diferentes (LEWIS, 1942 apud KEAY; BANDLER, 2002). De fato,
hoje é reconhecido que a nocicepgdo proveniente de tecidos cutaneos e
profundos promove a ativacdo de diferentes regides da SCP e amigdala,
sendo que essas estruturas participam das respostas de medo e
ansiedade, bem como da atividade das projecGes modulatérias
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descendentes da dor (KEAY et al., 2000; NEUGEBAUER et al., 2004).
1.2 TESTE DA FORMALINA

O teste de formalina consiste na aplicacdo de um estimulo
algésico quimico, sendo utilizado como ferramenta para modelar uma
condicdo de dor aguda e tonica. A administracdo de formalina promove
a expressdo de respostas nocifensivas em duas fases bem estabelecidas
(fase I e II), separadas por um periodo quiescente (interfase) (MOGIL,
2009). McCall e colaboradores (1996) demonstraram haver ativacdo de
fibras aferentes do tipo C durante todo o teste de formalina, de forma
bifasica, com padrdo andlogo aos comportamentos induzidos pela
formalina durante as fases | e 1.

A fase | do teste da formalina, com duracdo de 5 minutos
aproximadamente, parece ser resultante da ativacéo direta das fibras do
tipo C e Ad pela formalina (PUIG; SORKIN, 1996). Posteriormente,
observa-se uma fase de quiescéncia, sem manifestacdo comportamental,
que é independente da concentracdo de formalina utilizada. Esse periodo
interfase é pensado por ser resultado de uma ativa inibicdo da entrada
nociceptiva (HENRY et al., 1999).

A fase Il do teste é caracterizada por reagdes inflamatérias e
sensibilizagdo central no corno dorsal da medula espinal (TJOLSEN et
al., 1992). A contribuicdo da estimulagdo de neurbnios nociceptivos no
desenvolvimento e manutengdo dos comportamentos nociceptivos
observados na fase Il é sustentado pela observacéo de que o estimulo da
formalina provoca liberacdo de neuromoduladores inflamatérios na
medula espinal, como aminoacidos excitatérios (glutamato, aspartato) e
substancia P, que contribuem para sensibiliza¢do central (MALMBERG;
YAKSH, 19923, 1992b, 1995).

Os principais comportamentos nocifensivos induzidos pela
formalina sdo: o lamber/morder a pata, a flexdo tbnica (levantar
sustentado do membro) e a flexdo fasica do membro. Todas as respostas
aparecem imediatamente apds a aplicacdo da formalina e desaparecem
em uma ou duas horas, dependendo da concentracdo utilizada, porém, o
edema produzido pela inflamacéo pode durar por vérios dias (CAPONE;
ALOISI, 2004). Matthies e Franklin (1992) demonstraram que ap6s a
descerebracdo de ratos os comportamentos nociceptivos induzidos pela
formalina se mantinham, o que sugere que estes comportamentos sdo
organizados em estruturas ndo-corticais. Além disso, Wheeler-Aceto e
Cowam (1991) demonstraram que os comportamentos induzidos pela
formalina podem ser processados tanto em regides espinais quanto
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supraespinais. De fato, ap6s a transeccdo espinal em ratos, o
comportamento de lamber a pata foi totalmente abolido, sugerindo que
este comportamento € processado em regiGes supraespinais. Em
contrapartida, o comportamento de flexdo féasica da pata foi totalmente
abolido durante a fase Il do teste de formalina e parcialmente abolido
durante a fase I, sendo assim sugerido que a expressdo deste
comportamento na fase | depende tanto de regides espinais quanto
supraespinais, enquanto que na fase Il do teste, este comportamento
parece ser processado exclusivamente em regies supraespinais.

Outros locais de injecdo, além da pata, foram utilizados no teste
da formalina, a fim de fornecer novas contribui¢des que auxiliem no
entendimento da transmissdo nociceptiva e sua modulagdo. Martins e
colaboradores (2006) demonstraram que a formalina aplicada via intra-
articular, no joelho direito de ratos, suscitou uma resposta nocifensiva
(levantar sustentado do membro), de maneira concentragdo-dependente,
com padrdo bifasico de expressdo, separado por uma fase quiescente.
Ainda, este perfil de expressdo comportamental, encontrado no teste
intra-articular, é semelhante ao relatado no teste da formalina na pata.
No entanto, Melo (2009) demostrou que a administragdo de formalina
intraplantar e intra-articular promove diferencas substanciais quanto a
expressdo dos comportamentos habituais, ndo-nociceptivos. Dessa
forma, foi observado que a administracdo de formalina em tecido
subcutaneo promoveu uma maior expressao de comportamentos como o
lamber do chdo, morder a cauda, mexer e/ou ingerir o bolo fecal e
defecacdo, do que quando comparado & formalina intra-articular. Por
outro lado, a administracdo de formalina intra-articular suscitou
comportamentos de bocejo e esconder a face. Sendo assim, o
processamento do estimulo nociceptivo parece ser modificado na
dependéncia do local de injecdo em que a formalina é administrada
(tecido profundo ou superficial), o que garante ao animal um repertoério
comportamental defensivo diferenciado (comportamentos nocifensivos e
ndo-nociceptivos), a fim de que estes animais possam lidar de maneira
mais apropriada com condicdes aversivas especificas (do inglés,

coping).
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2 JUSTIFICATIVA

O teste de formalina intraplantar ¢ utilizado desde a década de 70,
porém seu uso se baseia, quase que exclusivamente, na observacdo dos
comportamentos nociceptivos reflexos induzidos, ignorando o0s
comportamentos relacionados ao componente afetivo-motivacional, que
poderiam ser Uteis no entendimento da resposta aos farmacos, por
exemplo. Por outro lado, a administracdo intra-articular de agentes
irritantes em ratos, como a formalina, tem-se revelado um modelo
importante para o estudo da dor em tecido profundo. Portanto, uma
avaliagdo mais minuciosa comparativa do modelo intraplantar e intra-
articular parece ser relevante na busca de um modelo mais preditivo
para o desenvolvimento de farmacos analgésicos.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho objetiva comparar os modelos de nocicepcéo
cuténea e articular, induzidos por formalina, através de uma abordagem
etoldgica e farmacoldgica em busca de um modelo mais preditivo para o
desenvolvimento de farmacos analgésicos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Realizar uma analise etol6gica em ratos Wistar machos
submetidos & administracdo de formalina 2% intraplantar ou intra-
articular;

e Comparar a expressdo dos comportamentos
nociceptivos e ndo-nociceptivos induzidos pela administracdo de
formalina 2% intraplantar ou intra-articular;

e Investigar a influéncia da manipulacdo farmacoldgica
por uso de morfina (analgésico), midazolam (ansiolitico) e
pentilenotetrazol (ansiogénico), sobre os padrées comportamentais
induzidos pela formalina 2% intraplantar ou intra-articular.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Os animais utilizados nesse trabalho foram ratos machos da
espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com peso aproximado de
250 - 300 gramas que foram fornecidos pelo Biotério do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa Catarina (CCB,
UFSC). Os animais foram agrupados em caixas contendo no maximo 5
animais e mantidos sob temperatura controlada (20 + 2°C), ciclo
claro/escuro (12 horas de claro e 12 horas de escuro) com livre acesso a
agua e a racdo. Os experimentos foram realizados entre 9:00 e 15:00
horas, apds ambientacdo prévia dos animais, por pelo menos 1 hora, na
sala onde os experimentos foram realizados. Os experimentos foram
conduzidos seguindo os preceitos éticos definidos pela Associagéo
Internacional para estudo da Dor (IASP, 1983) e aprovados pelo Comité
de Etica para Uso de Animais (CEUA) da UFSC (Protocolo: P00723).

4.2 DROGAS E SOLUGOES
Para a realizaco dos experimentos, foram utilizados:

e Sulfato de Morfina (Dimorf®, Cristalia, Brasil) diluido
em solugdo fisioldgica de NaCl 0,9% (Salina 0,9%), nas
concentracGes de 0,4, 1,0 e 4,0 mg/kg, administrado pela via
subcutanea num volume de injecdo de 0,1 ml/100 g de peso
corporal;

e Cloridrato de Midazolam (Hipolabor, Brasil) diluido
em solucdo salina 0,9%, na concentracdo de 0,5 mg/kg,
administrado pela via intraperitoneal num volume de 0,1
ml/100 g de peso corporal;

o Pentilenotetrazol (Pentylenetetrazole®, Sigma, EUA)
dissolvido em solucdo salina 0,9%, na concentragdo de 15
mg/kg, administrado pela via intraperitoneal num volume de 0,1
ml/100 g de peso corporal.
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e Formalina (Formaldeido 37%, Merck AG, Alemanha),
diluida a 2% em solucdo salina 0,9%, sendo considerada a
concentracao inicial da formalina a ser diluida como 100%.

Os animais considerados do grupo controle de cada droga foram
tratados unicamente com o veiculo (solugdo salina 0,9%).

43 TESTE DE FORMALINA INTRAPLANTAR E INTRA-
ARTICULAR: PADRONIZACAO DOS COMPORTAMENTOS
NOCICEPTIVOS

Para esse estudo foram injetados 50 pl de formalina 2% na pata
direita traseira, por via subcutdnea (avaliacdo da dor superficial)
(referido como “modelo intraplantar”) ou intra-articular no joelho direito
(avaliagdo da dor profunda) (referido como “modelo intra-articular”).
Todos os animais, independentemente do grupo experimental, foram
pré-expostos (ambientados) ao aparato experimental (caixa de
observacdo) por um periodo de 20 min, 24 horas antes do inicio dos
experimentos.

O tempo total dispendido pelo animal nos comportamentos
nociceptivos foi mensurado inicialmente a cada bloco de 5 min, durante
60 min. Porém, apds essa sessdo de padronizacdo, foi possivel definir
uma faixa de tempo inicial na qual cada comportamento foi
proeminentemente expresso (representado no eixo “X” dos graficos na
sessao “Resultados™), sendo assim desprezado ou ndo avaliado o tempo
final do teste. O tempo mensurado foi contabilizado em segundos.

Os comportamentos nociceptivos mensurados foram o0s
seguintes:

e Lamber/morder a pata: foi mensurado o tempo em que 0
animal dispendeu lambendo e/ou mordendo a pata em
que a formalina foi administrada;

e Levantar sustentado do membro: foi considerado o
tempo em que o animal manteve 0 membro, o qual a
formalina foi administrada, sob flexdo sustentada, sem
tocar ou tocando levemente o chdo da caixa de
observacéo.
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44 TESTE DE FORMALINA INTRAPLANTAR E INTRA-
ARTICULAR: PADRONIZACAO DOS COMPORTAMENTOS NAO-
NOCICEPTIVOS (RELACIONADOS COM A EMOCIONALIDADE)

Como j& mencionada anteriormente, a administracdo de formalina
em tecido subcutdneo resultou em um perfil comportamental
diferenciado daquele induzido por formalina intra-articular. Portanto,
mediante o teste da formalina, também foram avaliados comportamentos
habituais classicos, ndo-nociceptivos, a fim de se avaliar a
emocionalidade do animal, sendo eles:

e Autolimpeza (do inglés, grooming): foi mensurado o
tempo em que o animal evocou movimentos repetitivos e
sequenciais voltados para o lamber/morder de patas, limpeza da
regido da face, cabeca, corpo, cauda e genitalia. O tempo em
gue o animal permaneceu lambendo e/ou mordendo o local de
administracdo da formalina ndo foi mensurado como parte
desse comportamento;

e Exploracéo vertical (do inglés, rearing): foi mensurado
0 tempo em que 0 animal se manteve apoiado nas patas
posteriores, com o tronco perpendicular ao piso, tendo a cabeca
dirigida para cima e tocando ou ndo, com as patas anteriores, as
paredes da caixa de observacao;

e Parametro de imobilidade: foi mensurado unicamente o
tempo em que o animal adotou uma postura de imobilidade
durante a expressdo do comportamento nociceptivo de levantar
sustentado do membro. Esse parametro foi utilizado como uma
forma de avaliar a interacdo do animal com o ambiente a sua
volta mediante a condicdo aversiva (nocicep¢éo).

Dessa forma, o tempo total dispendido pelo animal em cada
comportamento nao-nociceptivo, foi registrado inicialmente a cada
bloco de 5 min, durante 60 min, sendo o tempo contabilizado em
segundos. Porém, apds a padronizacéo, foi possivel definir uma faixa de
tempo inicial na qual cada um dos comportamentos foi
proeminentemente expresso (representado no eixo “X” dos graficos na
sessdo “Resultados”), sendo assim desprezado ou ndo avaliado o tempo
final do teste.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A atividade locomotora foi avaliada na mesma caixa de
observacdo onde os demais comportamentos, citados anteriormente,
foram mensurados. Para tanto, foram contabilizados o numero de
cruzamentos, com as quatro patas do animal, pelos quadrantes da caixa
de observacdo, durante os 10 primeiros minutos em que o animal foi
testado. Esse periodo (10 min) foi estipulado para evitar uma possivel
habituacdo do animal & caixa de observacéo.

4.6 CAIXA DE OBSERVAGAO

A caixa de observacdo foi feita de acrilico transparente, tendo
como dimensbes 28,5 cm X 28,5 cm e 29,5 cm de altura. Espelhos
foram adicionados a uma estrutura metalica (angulo de 45°), a qual
também serviu como suporte para a caixa de observacdo, e que tiveram
a finalidade de aperfeicoar a observacdo do animal, através da formagéo
de uma imagem refletida da parte inferior da caixa. Ainda, com a
finalidade de mensurar a atividade locomotora, cordas elésticas foram
dispostas no piso externo da caixa, de modo a formar quatro quadrantes
de aproximadamente 203 cm® cada. A sala foi iluminada por uma
lampada incandescente de 16 W. No intervalo entre as sessdes de teste
e/ou de ambientacéo, a caixa foi limpa com alcool 10%. Os testes foram
entdo filmados para posterior analise dos comportamentos.

Figura 1: Foto ilustrativa da caixa de observacao.
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4.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.7.1 Padronizacdo dos comportamentos induzidos pela
administracdo de formalina intraplantar ou intra-articular

Esse experimento foi conduzido de acordo com o protocolo
experimental expresso na figura 1. Para tanto, os animais foram
primeiramente alocados, de maneira aleatoria, em quatro grupos de oito
animais cada. ApoOs, 0s animais foram pré-expostos a caixa de
observacdo por 20 minutos, 24h antes do inicio dos experimentos. No
dia do teste, foram administrados 50 pl de formalina ou solugdo salina
0,9% pela via subcutanea, na pata posterior direita ou, por via intra-
articular, no joelho direito. Imediatamente ap6s, os animais foram
cuidadosamente colocados na caixa de observacdo e gravados durante o
periodo de 60 minutos, para posterior avaliagdo dos comportamentos
nociceptivos e ndo-nociceptivos.

Salina 0,9%
ou
Formalina 2%
: intraplantar Logo
Pré-exposicio " apéslf' :
a caixa de : Crinsia Caixa de
jpmmmmmmmmmsmsssssssean Observagio
(60min)

observagio
(20min)

Salina 0,9%
ou
Formalina 2%
intra-articular

Esquema 1: Protocolo experimental para a padronizacdo dos comportamentos
induzidos pela formalina intraplantar e intra-articular.

4.7.2 Avaliagdo dos comportamentos induzidos pela formalina
intraplantar ou intra-articular mediante a  manipulacéo
comportamental induzida por drogas (morfina, midazolam ou
pentilenotetrazol)

Esses experimentos foram conduzidos de acordo com o protocolo
experimental expresso na figura 2. Todas as drogas e suas respectivas
doses foram escolhidas por promoverem um efeito analgésico (morfina),
ansiolitico (midazolam) e ansiogénico (pentilenotetrazol). Sendo assim,
0s animais foram alocados inicialmente em dois grandes grupos para
cada droga, 24 horas apds a pré-exposicdo desses animais a caixa de
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observagdo. Isso porque, 0s animais pertencentes ao grupo 1 foram
somente tratados com solugdo salina 0,9%, morfina (0,4, 1,0 ou 4,0
mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) ou pentilenotetrazol (15 mg/kg).
Imediatamente depois de transcorridos 30 minutos, esses animais foram
gentilmente colocados na caixa de observacdo, ndo havendo, em
nenhum momento, a administracdo de formalina intraplantar ou intra-
articular. Posteriormente, os comportamentos nao-nociceptivos foram
avaliados individualmente de acordo com sua faixa temporal de
expressao.

De maneira semelhante, os animais alocados no grupo 2 foram
pré-tratados com solugdo salina 0,9%, morfina (0,4, 1,0 ou 4,0 mg/kg),
midazolam (0,5 mg/kg) ou pentilenotetrazol (15 mg/kg). No entanto,
depois de transcorridos 30 minutos, os animais receberam 50ul de
formalina, pela via subcutanea, na pata posterior direita ou, pela via
intra-articular, no joelho direito dos animais. Imediatamente apos, esses
animais foram cuidadosamente colocados na caixa de observacdo para a
avaliacdo individual dos comportamentos nociceptivos e ndo-
nociceptivos, de acordo com a faixa temporal de expressdao de cada

comportamento.
30 min
Salina apés
ry ot -,
Grupol |} Tratamento
- Sem - (droga)
formalina) H
Caixa de

’ i

Pré-exposicio a
- apos
a caixa de

observagio

Observagio
(20min) i Grupel (60min)
R (com 3 :
formalina) Salina Formalina 2%

intraplantar
ou
Formalina 2%
Intra-articular

ou
Tratamento
(droga)

Esquema 2: Protocolo experimental para a avaliagdo dos comportamentos
induzidos pela formalina intraplantar ou intra-articular, mediante a manipulagdo
comportamental induzida por drogas. No esquema, 0 “tratamento” refere-se a
administracdo de morfina, midazolam ou pentilenotetrazol.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Nenhuma analise estatistica foi realizada para comparar as
resposta nocifensivas e o parametro de imobilidade entre os animais dos
grupos intraplantar e intra-articular, referente ao primeiro item da sessao
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resultados “Padronizacdo dos comportamentos induzidos pela formalina
intraplantar ou intra-articular”, uma vez que esses comportamentos
parecem ndo se equiparar qualitativamente. Entretanto, para a
comparagdo dos comportamentos habituais, relacionados a
emocionalidade (exploracéo vertical e autolimpeza), foi utilizado o teste
da anélise de variancia (ANOVA) de duas vias mais medidas repetidas,
tomando como fatores independentes a “nocicepc¢do” (salina 0,9% X
formalina 2%) e o sitio de injecdo (intraplantar X intra-articular).
Ainda, o teste da ANOVA foi cabivel em todos os protocolos
experimentais que envolveram 0s comportamentos de exploracdo
vertical e autolimpeza, uma vez que os dados referentes a esses
comportamentos foram transformados e expressos na forma de uma
curva cumulativa para preencher o requisito da normalidade exigido por
esse teste paramétrico (tempo de expressdo do comportamento,
mensurado num dado bloco experimental, somado com o tempo de
expressdo desse mesmo comportamento obtido no bloco anterior). A
avaliacdo da atividade locomotora desses animais foi realizada pela
ANOVA de duas vias simples, sendo considerados como fatores
independentes a “nocicepg¢do” e o0 “sitio de injecdo”.

Em relacdo aos demais grupos experimentais, a analise
comportamental (exceto para a fase 1 do teste da formalina e avaliacéo
da atividade locomotora) foi realizada pelo teste da analise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas, sendo considerado o “tratamento”
como o fator entre grupos e a “repeticdo” como sendo o fator dentro do
grupo. A avaliacdo da fase 1 do teste da formalina, bem como a
avaliacdo da atividade locomotora foi realizada pela ANOVA de uma via
simples ou o teste “t” de Student para comparagdo de dois grupos
independentes, quando necessario. Apos todas as anélises, foi utilizado o
teste post-hoc de Duncan quando cabivel, com valor adotado de
significancia estatistica de P<0,05.

Deve ser novamente lembrado que, apds o experimento referente
a padronizacdo dos comportamentos, foi definida uma faixa de tempo
inicial na qual cada comportamento foi proeminentemente expresso
(representado no eixo “X” dos graficos na sessdo “Resultados”).
Portanto, somente essa faixa de tempo foi considerada para a analise
estatistica.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software StatSoft
Statistica 7°, sendo os dados expressos como a média + E.P.M. (Erro
Padrdo da Média). Todos os graficos foram elaborados a partir da
utilizac&o do software GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 PADRONIZAGAO DOS COMPORTAMENTOS INDUZIDOS
PELA FORMALINA INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

Uma das finalidades desse trabalho foi a de mensurar
separadamente o maior nimero de comportamentos nociceptivos e nao-
nociceptivos que se reproduziram ao longo do teste da formalina, para
assim, caracterizar melhor os dois modelos de nocicepcéo (intraplantar e
intra-articular).

Sendo assim, primeiramente foram caracterizados 0s
comportamentos nociceptivos induzidos pela formalina intraplantar ou
intra-articular. Diante disso, verificou-se que a administragdo de
formalina induziu a expressdao de respostas nocifensivas de maneira
bifasica nos animais de ambos os modelos, intercalada por um periodo
de quiescéncia (fig. 2). Nos animais do modelo intra-articular, a resposta
nocifensiva foi mediada exclusivamente pelo reflexo do levantar
sustentado do membro, enquanto que nos animais do modelo
intraplantar foram mensuradas duas respostas referidas como
nocifensivas: o reflexo do levantar sustentado de membro e o
lamber/morder a pata.

Os achados também demonstram diferencas entre o perfil
temporal em que as respostas nocifensivas foram expressas nos animais
de ambos os modelos (fig. 2). Diante disso, pode ser observado que o
lamber/morder a pata € o comportamento induzido pela formalina
intraplantar que melhor se relacionou com o perfil temporal de
expressao do levantar sustentado de membro, evocado nos animais do
modelo intra-articular. Além disso, no modelo intraplantar, o reflexo de
lamber/morder a pata demonstra uma expressiva alternancia com o
levantar sustentado do membro, até aproximadamente a metade do teste

(fig. 2).
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& FOR intra-articular (Levantar do membro)

-8~ FOR intraplantar (Levantar do membro)

®- FOR intraplantar (Levantar do membro + lamber/morder de pata)
-o- FOR intraplantar (Lamber/morder de pata)

= SAL intra-articular

SAL intraplantar
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Respostas nocifensivas (s)

e

Tempo (min)

Figura 2: Perfil temporal da expressdo de diferentes respostas
nocifensivas, mediante a administragéo de salina ou formalina 2% pela via
intraplantar ou intra-articular. O eixo Y representa o tempo dispendido em
uma determinada resposta nocifensiva, enquanto que o eixo X representa o
tempo referente a fase 1 (0-5 min) e fase 2 (10-50 min) do teste da
formalina. Os pontos das curvas representam um bloco total de tempo de 5
minutos cada, sendo expressos como a média + E.P.M. de 8 animais..
Esses dados nédo foram analisados estatisticamente.

O pardmetro de imobilidade, que representa o tempo em que 0
animal permaneceu imovel enquanto evocava o levantar sustentado do
membro, demonstrou uma resposta temporal diferenciada entre os
animais dos modelos de nocicep¢do (fig. 3). Enquanto que no modelo
intra-articular a resposta maxima é observada aproximadamente na
metade do teste (30 min) com posterior decréscimo, no modelo
intraplantar a manifestacdo da resposta de imobilidade é evidenciada
principalmente na segunda metade do tempo de execucéo do teste.
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Figura 3: Perfil temporal de expressdo do comportamento de imobilidade,
mensurado durante a evocacdo do levantar sustentado do membro, em
animais submetidos a administracdo de salina ou formalina 2% pela via
intraplantar ou intra-articular. O eixo Y representa o tempo dispendido na
resposta de imobilidade, enquanto que o eixo X representa o tempo de
andlise referente a fase 1 (0-5 min) e fase 2 (10-60 min) do teste da
formalina. Os pontos das curvas representam um bloco total de tempo de 5
minutos cada, sendo expressos como a média + E.P.M. de 8 animais. Esses
dados ndo foram analisados estatisticamente.

Em relagdo aos demais comportamentos ndo-nociceptivos, foi
verificado que a exploragdo vertical foi evocada de maneira mais
expressiva até 25 min, apdés o inicio do teste. Por outro lado, o
comportamento de autolimpeza manteve-se tonicamente expresso até 0s
40 min iniciais do teste, aproximadamente (faixas temporais
representadas pelo eixo “X” das figuras 4A e 4B, respectivamente). Em
relagdo ao comportamento de exploracéo vertical, a analise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas revelou que a administracdo de
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formalina (fator nocicepgdo) foi capaz de promover a reducdo dessa
resposta (F1,6=25,55; P=0,00002; Fig. 4A), sendo também observado
uma interacdo entre o fator nocicepgdo e sitio de injecdo (Fy,5=4,63;
P=0,04). O teste post-hoc de Duncan revelou que o grupo formalina
intra-articular foi significativamente diferente do grupo controle (P=
0,00008). Além disso, a formalina intra-articular induziu uma maior
reducdo no tempo de exploracdo vertical do quando comparado a
reposta observada no grupo intraplantar (P=0,03). O grupo formalina
intraplantar, por sua vez, também atenuou o0 comportamento de
exploragdo vertical quando comparado ao grupo controle (P=0,04).

Quanto ao comportamento de autolimpeza, foi observado que o
fator nocicepcdo modificou significativamente a expressdo desse
comportamento (F;,5=40,59; P=0,000001; Fig. 4B). Porém, ndo houve
diferenca quanto a magnitude dessa resposta, quando comparados 0S
grupos intraplantar e intra-articular (Fy=1,70; P=0,20). Nenhuma
interagdo foi observada entre os fatores “nocicepgdo” X “sitio de
injegdo” (F126=1,05; P=0,31).
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O Ultimo parametro mensurado foi referente a atividade
locomotora, na qual o fator nocicepcdo modificou significativamente o
nimero de quadrantes cruzados pelo animal (Fy 2=5,19; P=0,03; Fig. 5),
enquanto que o sitio de inje¢do ndo se mostrou importante para essa
resposta (F2=0,94; P=0,33). Posteriormente, o post-hoc de Duncan
revelou que o modelo intra-articular reduziu a atividade locomotora
quando comparado ao grupo controle (P=0,03), enquanto que este efeito
ndo foi observado no modelo intraplantar quando comparado ao grupo
de animais tratados com salina intraplantar (P=0,39). Ainda, ndo houve
diferenca estatistica significativa diante da comparacdo da resposta
observada entre os animais do modelo intraplantar e intra-articular
(P=0,16).

[ Salina Intraplantar

[ Salina Intra-articular
Bl Formalina Intraplantar
Bl Formalina Intra-articular
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Figura 5: Avaliacdo da atividade locomotora em animais submetidos a
administracdo de salina ou formalina 2% pela via intraplantar ou intra-
articular. O eixo Y representa o nimero total de quadrantes que foram
cruzados pelo animal durante os 10 primeiros minutos de exposi¢do ao teste
na caixa de observagdo. As barras representam a média + E.P.M. de 8
animais. O * indica uma diferenca estatistica significativa (P<0,05) do
grupo tratado com formalina em comparacdo ao seu respectivo grupo
controle, tratado unicamente com salina (fator nocicepcdo). (ANOVA de
duas vias simples seguida pelo teste post-hoc de Duncan).
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52 AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELA
ADMINISTRAGCAO DE MORFINA SOBRE 0S
COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA FORMALINA
INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

A morfina é uma droga de agdo opioide classica, amplamente
utilizada na clinica devido ao seu efeito analgésico e, por esse motivo,
foi uma valiosa ferramenta farmacol6gica para o refinamento dos
modelos de nocicepcéo.

Primeiramente, foram avaliados os efeitos mediados pela morfina
sobre a expressdo dos comportamentos relacionados a nocicepgdo nos
animais de ambos os modelos. Sendo assim, pode ser observado a
morfina reduziu significativamente a expressdo do levantar sustentado
do membro induzido pela formalina intraplantar somente na fase 2 do
teste de formalina (F1: F32=2,66; P=0,06 e F2: F3,3=9,51; P=0,0001;
Fig. 6). No entanto, o post-hoc de Duncan revelou que somente a
morfina na dose de 4,0 mg/kg promoveu esse efeito quando comparado
ao grupo controle (P=0,00008).

Em relacdo ao modelo intra-articular, a administracdo de morfina
promoveu uma reducdo na expressdo do levantar sustentado do membro
em ambas as fases do teste, sendo fase 1 (F325=5,63; P=0,003; Fig. 6) e
fase 2 (F325=21,63; P=0,000001). Posteriormente foi revelado pelo teste
post-hoc que somente as doses de 1,0 mg/kg e 4,0mg/kg foram capazes
de mediar esse efeito na fase 1 (P=0,04 e P=0,001, respectivamente) e
fase 2 (P=0,02 e P=0,00005, respectivamente) do teste da formalina.

Além disso, o tratamento com morfina reduziu significativamente
a expressdo do comportamento de lamber/morder a pata, induzido pela
formalina intraplantar, em ambas as fases do teste (F1: Fj32=11,17;
P=0,00005 e F2: F3,5=5,20; P=0,005, Fig. 6). Posteriormente, o teste
post-hoc revelou que somente as doses de 1,0 e 4,0 mg/kg promoveram
esse efeito na fase 1 (P=0,021 e P=0,00008) e fase 2 (P=0,017 e P=0,04,
respectivamente) do teste.
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Em seguida, foram avaliados os efeitos da morfina (0,4, 1,0 e 4,0
mg/kg) sobre a expressdo do comportamento de exploracdo vertical em
comparagdo com o0s animais do grupo controle, os quais foram tratados
unicamente com salina (experimento realizado na auséncia de
formalina) (Fig. 7). Dessa forma, pode ser observado que a morfina
reduziu a expressdo do comportamento de exploracdo vertical
(F326=16,40; P=0,000001), sendo que somente as doses de 1,0 e 4,0
mg/kg foram capazes de promover esse efeito (P=0,02 e P=0,00005,
respectivamente).

Posteriormente, foram avaliados os efeitos da morfina sobre a
expressdao do comportamento de exploracdo vertical nos modelos de
nocicepcdo (Fig. 7). Assim, foi verificado que a morfina reduziu a
expressdo da exploragdo vertical nos animais do modelo intraplantar
(F326=21,73; P=0,000001), sendo as doses de 0,4 mg/kg (P=0,01), 1,0
mg/kg (P=0,0001) e 4,0 mg/kg (P=0,00005) capazes de promover esse
efeito. Em contrapartida, somente a dose 4,0 mg/kg atenuou a expressao
da exploragdo vertical nos animais do modelo intra-articular (P=0,008;
Fig. 7), sendo considerado, portanto, o tratamento como um fator
modificador dessa resposta (F32s=3,73; P=0,02).

Quanto ao comportamento de autolimpeza, a administracdo de
morfina determinou uma significativa reducdo na expressao desse
comportamento quando comparado aos animais do grupo controle, 0s
quais foram tratados unicamente com salina (experimento realizado na
auséncia de formalina) (Fs25=26,93, P=0,000001; Fig. 8). O teste post-
hoc de Duncan revelou que a morfina promoveu esse efeito quando
administrada nas doses de 0,4 mg/kg (P=0,01), 1,0 mg/kg (P=0,00009) e
4,0 mg/kg (P=0,00005).

Em seguida, foram avaliados os efeitos da morfina sobre a
expressdo do comportamento de autolimpeza nos animais do modelo
intraplantar e intra-articular. Sendo assim, pode ser observado que 0
tratamento com morfina foi capaz de reduzir a expresséo da autolimpeza
nos animais do modelo intraplantar (F;,s=6,15, P=0,002; Fig. 8). No
entanto, o teste post-hoc de Duncan revelou que somente a dose de 4,0
mg/kg promoveu esse efeito (P=0,0004). De maneira semelhante,
somente a administracdo de morfina na dose de 4,0 mg/kg foi capaz de
reduzir a expressdo da autolimpeza nos animais do modelo intra-
articular (P=0,04; Fig. 8).
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Os efeitos sedativos da morfina foram discriminados pela
avaliacdo da atividade locomotora dos animais. Assim, foi verificado
que o fator tratamento modificou significativamente a expressdo dessa
resposta quando comparado com o0s animais do grupo controle, 0s quais
foram tratados unicamente com salina (experimento realizado na
auséncia de formalina) (F3s=7,47; P=0,0007; Fig. 9A). Posteriormente,
foi revelado pelo teste post-hoc que a morfina, unicamente na dose de
4,0 mg/kg, reduziu o numero de quadrantes cruzados pelos animais
(P=0,0004). Ainda, a morfina, tanto no modelo intraplantar (F325=0,52;
P=0,66; Fig. 9B) quanto no modelo intra-articular (F3, ,5=1,16; P=0,34;
Fig. 9C), ndo modificou a atividade locomotora dos animais quando
comparados aos seus respectivos grupos controles (formalina
intraplantar e formalina intra-articular, respectivamente).

@ Salina s.c.

E3 Mor 0.4 mg/kg s.c.
@l Mor 1.0 mg/kg s.c.
@l Mor 4.0 mg/kg s.c.

*

Nimero de quadrantes cruzados

Figura 9: Influéncia das diferentes doses de morfina sobre a atividade
locomotora em animais do grupo controle (sem formalina) (A) ou quando
tratados com formalina pela via intraplantar (B) ou intra-articular (C). O eixo
Y representa 0o nimero de quadrantes que foram cruzados pelo animal
durante os 10 primeiros minutos de exposicdo ao teste. As barras
representam a média + E.P.M. de 8 animais. O * indica a diferenca estatistica
significativa (P<0,05) do grupo tratado com morfina (0,4, 1,0 ou 4,0 mg/kg)
em comparagdo ao grupo controle, tratado com salina (fator tratamento).
(ANOVA de uma via simples seguida pelo teste post-hoc de Duncan).
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53 AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELA
ADMINISTRAGCAO DE MIDAZOLAM SOBRE (O
COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA FORMALINA
INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

O midazolam é uma droga amplamente utilizada na clinica, sendo
também extensamente explorado nos testes animais devido ao seu efeito
ansiolitico, motivo pelo qual essa droga também foi utilizada nesse
trabalho.

Sendo assim, avaliou-se inicialmente a influéncia do midazolam
sobre a expressao do comportamento de levantar sustentado de membro
induzido pela formalina intraplantar. Assim, foi verificado que o
tratamento com midazolam néo foi capaz de modificar a expressdo desse
comportamento quando avaliado na fase 1 (t14=0,29; P=0,59; Fig. 10) e
fase 2 do teste da formalina (Fy14=3,20; P=0,09). Um resultado
semelhante foi observado no modelo intra-articular, onde o midazolam
ndo alterou a resposta do levantar sustentado do membro em nenhuma
das fases do teste (F1l: t;4,=0,24; P=0,62; Fig. 10) (F2: F;14=0,01,
P=0,90).

Em relacdo ao comportamento de morder/lamber a pata, a
administragdo de midazolam n&o foi capaz de alterar a expressdo desse
comportamento quando avaliado na fase 1 do teste (t14=1,56; P=0,23;
Fig. 10). Por outro lado, o midazolam reduziu a expressdo do
lamber/morder a pata quando avaliado na fase 2 do teste da formalina
(F114=5,92, P=0,02).

Em seguida, foram avaliados os efeitos do midazolam sobre a
expressao do comportamento habitual (ndo-nociceptivo) de exploragéo
vertical em comparacdo com 0s animais do grupo controle, 0s quais
foram tratados unicamente com salina (experimento realizado na
auséncia de formalina). Nessa condi¢do, o tratamento com midazolam
ndo alterou a resposta de exploracdo vertical (Fy14,=0,95; P=0,34; Fig.
11). De maneira semelhante, o tratamento com midazolam também néo
afetou a expressdo desse comportamento nos animais do modelo
intraplantar (Fy14=2,06; P=0,17; Fig. 11) e intra-articular (Fy14=0,05,
P=0,81; Fig. 11).
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Em contrapartida, observamos que o tratamento com o
midazolam (F14=8,89; P=0,009; Fig. 12) determinou uma reducdo na
expressdo do comportamento de autolimpeza quando comparado ao
grupo de animais tratados unicamente com salina (experimento
realizado na auséncia de formalina) (P=0,01).

Em relacdo aos modelos de nocicepgdo, o tratamento com
midazolam reduziu significativamente a expressdo do comportamento
de autolimpeza nos animais do modelo intraplantar (Fy.4=14,82;
P=0,001; Fig. 12). Porém, nenhum efeito significativo foi observado em
relacdo a administracdo de midazolam sobre a expressdo desse
comportamento quando avaliados os animais do modelo intra-articular
(F1’14:2,60, P:0,12, Flg 12)

Em seguida, foi avaliado o pardmetro de atividade locomotora
para discriminar um possivel efeito sedativo mediado pelo midazolam.
No entanto, nenhuma alteracdo significativa foi observada com a
administragdo de midazolam quando comparado aos animais do grupo
controle (t34=1,17; P=0,29; Fig. 13A), intraplantar (t,=2,01; P=0,17;
Fig. 13B) ou ainda, ao grupo intra-articular (t34=0,28; P=0,60; Fig.
13C).
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Wl Salinai.p.
Bl Mid 0.5 mg/kg i.p.

Namero de quadrantes cruzados

Figura 13: Influéncia do midazolam sobre a atividade locomotora em
animais do grupo controle (sem formalina) (A) ou quando tratados com
formalina pela via intraplantar (B) ou intra-articular (C). O eixo Y
representa 0 nimero de quadrantes que foram cruzados pelo animal
durante os 10 primeiros minutos de exposi¢cdo ao teste. As barras
representam a média + E.P.M. de 8 animais. (Teste “t” de Student para
grupos independentes).

54 AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELA
ADMINISTRAGAO DO PENTILENOTETRAZOL SOBRE O0S
COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA FORMALINA
INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

O pentilenotetrazol foi utilizado nesse estudo por ser considerado
uma importante ferramenta farmacoldgica devido ao seu potencial
ansiogénico, que estd relacionado com a modulagdo do sistema
GABAérgico. Assim, primeiramente foram avaliados os efeitos do
pentilenotetrazol sobre a expressdo dos comportamentos nociceptivos
induzidos pela formalina intraplantar ou intra-articular. Diante disso, foi
verificado que o pentilenotetrazol (15 mg/kg) ndo foi capaz de alterar a
expressdo do levantar sustentado do membro induzido pela formalina
intraplantar, em nenhuma das fases do teste da formalina (F1: t14=0,19;
P=0,66; F2: F;1,=1,85; P=0,19; Fig. 14). De maneira semelhante, a
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administragdo de pentilenotetrazol ndo modificou a expressdo desse
comportamento nos animais do modelo intra-articular (F1: t4=0,02;
P=0,86 e F2: F;14=1,95; P=0,18; Fig. 14). Ainda, o pentilenotetrazol
ndo modificou a expressdo do lamber/morder a pata quando avaliada a
fase 1 do teste da formalina (t14,=0,03; P=0,85). Por outro lado, a
expressdo desse comportamento foi reduzida na fase 2 do teste,
mediante a administracdo de pentilenotetrazol (F;14=6,25; P=0,02; Fig.
14).

Em seguida, foram avaliados os efeitos da administragdo de
pentilenotetrazol sobre a expressdo do comportamento ndo-nociceptivo
de exploragdo vertical quando comparado aos animais do grupo
controle, os quais foram tratados unicamente com salina (experimento
realizado na auséncia de formalina). Assim, foi verificado que o
tratamento com pentilenotetrazol foi capaz de reduzir a expressao desse
comportamento (Fy 14=7,78; P=0,01; Fig. 15).

De maneira semelhante, o pentilenotetrazol também reduziu a
expressdo da exploragdo vertical nos animais do modelo intraplantar
(F114=7,84; P=0,01; Fig. 15). No entanto, nenhuma alteracdo
significativa foi observada com a administracdo de pentilenotetrazol,
sobre a expressdo desse comportamento, nos animais do modelo intra-
articular (Fy 14=3,74; P=0,07; Fig. 15).

Posteriormente, foram avaliados os efeitos do pentilenotetrazol
sobre a expressdo do comportamento de autolimpeza. No entanto,
nenhum efeito significativo foi observado mediante a administracdo
dessa droga quando comparada aos animais do grupo controle
(experimento realizado na auséncia de formalina) (F,14,=0,88; P=0,36;
Fig. 16), ou ainda, quando comparado aos animais do grupo intraplantar
(F114=2,19; P=0,16; Fig. 16) e intra-articular (F;14,=0,06; P=0,80; Fig.
16).
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Em relacdo a atividade locomotora, nenhuma alteracdo
significativa foi observada quando comparados os animais, 0s quais 0
pentilenotetrazol foi administrado, com os animais do grupo controle
(tratado unicamente com salina) (t4=0,54; P=0,47; Fig. 17A),
intraplantar (t34,=0,06; P=0,79 Fig. 17B) ou ainda, com 0s animais do
grupo intra-articular (t34,=0,98; P=0,33 Fig. 17C).

Hl Salinai.p.
@l Ptz 15 mg/kg i.p.
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Figura 17: Influéncia do pentilenotetrazol sobre a atividade locomotora em
animais do grupo controle (sem formalina) (A) ou quando tratados com
formalina pela via intraplantar (B) ou intra-articular (C). O eixo Y
representa o nimero de quadrantes que foram cruzados pelo animal durante
os 10 primeiros minutos de execucdo do teste. As barras representam a
média + E.PM. de 8 animais. (teste “t” de Student para grupos
independentes).
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6 DISCUSSAO

O teste da formalina intraplantar, desenvolvido por Dubuisson e
Dennis em 1977, tem sido muito utilizado para avaliar o potencial
analgésico de drogas. No entanto, uma variagdo do teste intraplantar que
consiste na administracdo intra-articular de agentes irritantes em ratos,
tornou-se um teste importante para o estudo da dor de tecido profundo
(TONUSSI; FERREIRA, 1992; HEPPELMANN; PAWLAK, 1997,
HEPPELMANN; JUST; PAWLAK, 2000).

Resposta bifasica a formalina

Em ambos os modelos intraplantar e intra-articular, a cléassica
resposta bifasica a formalina foi observada, sendo caracterizada pelo
padrdo temporal de expressdo dos comportamentos nociceptivos. Esse
achado sugere que, no tecido articular, exista mecanismos ou aparatos
neurofisiol6gicos semelhantes aqueles responsivos a formalina no tecido
cutaneo. Segundo Schaible e Grubb (1993), um nervo articular tipico é
composto for fibras mielinizadas de grosso calibre AP, fibras
mielinizadas de fino calibre Ad e uma alta propor¢do de fibras ndo
mielinizadas do tipo C (aproximadamente 80%). De fato, essas fibras
também estdo presentes nos nervos que suprem o tecido cutdneo
(SIMONE; KAJANDER, 1997). Quando comparamos, por exemplo, o0s
achados acima com a administragdo de formalina na poupa dentéria,
essa resposta bifasica em resposta a formalina ndo é mais observada
(CHIDIAC et al., 2002). Uma possivel explicacdo baseia-se no fato de
gue a maioria das fibras presentes na polpa dentaria sdo amielinizadas
(fibras do tipo Ad ou C) (CHIDIAC et al., 2002). Ainda, embora se
tenha sugerido o envolvimento de estruturas supraespinais para a
promocao da resposta de quiescéncia, Henry e colaboradores (1999)
demonstraram que essa resposta (interfases) também estd presente em
ratos espinalizados, ou seja, a resposta de quiescéncia parece ndo
depender de um neuroeixo integro. Sendo assim, a resposta bifasica a
formalina parece ser uma caracteristica de tecidos (por exemplo,
articular e cutdneo) que apresentam um amplo espectro de fibras
aferentes, incluindo as fibras Ap (CHIDIAC et al., 2002).

Nos modelos animais de nocicep¢do, como ja mencionado
anteriormente, normalmente sdo mensurados apenas 0s comportamentos
relacionados a nocicep¢do, 0 que provavelmente ndo reflete todo o
carater multidimensional que representa a dor na clinica. Para tanto, se
fez necessaria uma avaliagdo comportamental, mediante ou ndo a
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manipulacdo farmacolédgica, em busca de um modelo mais preditivo
para o desenvolvimento de farmacos analgésicos.

Sendo assim, 0 conjunto de resultados obtidos nesse trabalho
sugere que o teste de formalina intra-articular apresenta um perfil
comportamental que melhor se assemelha a uma condigéo de dor clinica
persistente. Essa modelagem, que é resultante da administracdo da
formalina intra-articular, pode entdo ser mais atrativa para o
desenvolvimento de farmacos analgésicos.

6.1 PADRONIZAGAO DOS COMPORTAMENTOS INDUZIDOS
PELA FORMALINA INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

Os comportamentos mensurados nesse trabalho, os quais foram
utilizados como medidas de nocicepcdo baseiam-se na observacdo de
respostas que podem ser induzidas pela formalina em preparagdes com
animais decerebrados (MATTHIES; FRANKLIN, 1992). Sendo assim,
essas respostas podem ser descritas como reflexos inatos, sendo
modulados por conexfes entre a medula espinal e tronco encefalico
(VIERCK; KLINE; WILEY, 2004).

Nesse trabalho, foi observado que a resposta nocifensiva
suscitada pelo modelo intra-articular foi mediada quase que
exclusivamente pelo reflexo do levantar sustentado do membro. Ja no
modelo intraplantar, foram caracterizadas duas respostas nocifensivas
gue estdo de acordo com a literatura: o reflexo do lamber/morder a pata
e o reflexo do levantar sustentado do membro (DUBUISSON; DENNIS,
1977; SADDI; ABBOTT, 2000). Porém, a implicacdo de cada uma
dessas respostas comportamentais sera discutida a seguir.

Comparacdo do comportamento de levantar sustentado do membro
expresso em animais submetidos a administracdo de formalina
intraplantar ou intra-articular

Os achados demonstraram que os animais do modelo intra-
articular ~ expressaram  proeminentemente uma Unica resposta
nocifensiva, referida como levantar sustentado do membro. Na literatura
foi demonstrado que esse comportamento apresenta a caracteristica de
discriminar a intensidade da estimulac&o nociceptiva, a qual foi induzida
pela aplicagdo de diferentes concentragfes de formalina intra-articular,
no teste de incapacitacdo articular (MARTINS; BASTOS; TONUSSI,
2006; SOUSA-SILVA et al., 2013). No entanto, embora esse
comportamento  (modelo intra-articular) tenha sido visualmente
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semelhante ao comportamento de levantar sustentado do membro
induzido pela formalina intraplantar, aquele pareceu diferir deste por
sugerir uma qualidade mais proeminente de nocicepcao. Isso porque, no
modelo intraplantar, somente apds a metade do tempo de execugdo do
teste (periodo o qual esti relacionado com uma reducdo da entrada
nociceptiva (DICKENSON; SULLIVAN, 1987)), é que a expressdo
desse comportamento se tornou mais evidente. Ainda, essa diferenga
qualitativa das respostas observadas entre os dois modelos € provavel de
acontecer, uma vez que se é sugerido que o processamento neural, tanto
do estimulo nociceptivo (LEWIS, 1942 apud KEAY; BANDLER, 2002)
guanto de outras possiveis sensacfes que possam ser evocadas pela
formalina, acontegam de maneira diferenciada entre os dois modelos.
Tao diferente é o processamento do estimulo nociceptivo entre os dois
modelos, o levantar sustentado do membro induzido pela formalina
intraplantar  demonstra uma  expressiva alterndncia com o
comportamento de lamber/morder a pata até aproximadamente a metade
do tempo de execucdo do teste, enquanto que no modelo intra-articular
este comportamento praticamente inexiste (dado ndo mostrado).

Avaliagdo do comportamento de lamber/morder a pata induzido
pela administragdo de formalina intraplantar

O comportamento de lamber/morder a pata representa grande
parte do repertério comportamental dos animais do modelo intraplantar.
Ainda, os achados desse trabalho demonstraram que a resposta maxima
de expressdo do lamber/morder a pata ocorreu aproximadamente entre
20-40 min apos a administracdo de formalina, de maneira semelhante
aos achados de outros autores (SUGIMOTO et at., 1986; WHEELER-
ACETO; COWAM, 1991).

Na literatura, foi demonstrado que o comportamento
lamber/morder a pata € sensivel a drogas analgésicas com diferentes
mecanismos de a¢do, dependendo da fase do teste de formalina. Por
exemplo, a morfina e a codeina, analgésicos de acdo central, reduziram a
expressao do lamber/morder a pata em ambas as fases do teste de
formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Por outro lado, esses mesmo
autores demonstraram que as drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais
indometacina e naproxeno, bem como as esteroidais dexametasona e
hidrocortisona, foram capazes de inibir a expressdao desse
comportamento somente na segunda fase do teste, enquanto que o acido
acetilsalicilico e o paracetamol mediaram um efeito antinociceptivo em
ambas as fases. Dessa forma, a expressdo do lamber/morder a pata na
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fase 1 do teste de formalina parece estar mais bem relacionada a um
efeito direto da formalina nos nociceptores, uma vez que drogas
analgésicas atenuam a expressdo desse comportamento nessa fase. Em
contraste, drogas com menor potencial analgésico e/ou que apresentam
um potencial anti-inflamatério reduzem a expressdo do lamber/morder a
pata somente na fase 2 do teste, possivelmente ao atuarem impedindo
mecanismos indiretos de ativacdo/sensibilizacdo do nociceptor
(HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Comparacdo entre 0 comportamento de lamber/morder a pata e o
levantar sustentado de membro em animais submetidos a
administracdo de formalina intraplantar

Na literatura foi demonstrado que o lamber/morder a pata é um
comportamento organizado a nivel supraespinal, uma vez que apés a
transeccdo espinal em ratos, a expressdo desse comportamento foi
totalmente abolida (WHEELER-ACETO; COWAM, 1991). Isso sugere
gue a expressdo desse comportamento pode ser mais facilmente
influenciada/modulada por um componente emocional e/ou atencional
do que quando comparado ao levantar sustentado de membro induzido
pela formalina intraplantar, uma vez que este parece ser organizado
apenas a nivel espinal (VIERCK; KLINE; WILEY, 2004).

No decorrer do teste, foi observado uma diferenca no perfil
temporal de expressdo do comportamento de levantar sustentado do
membro e do lamber/morder a pata. No entanto, estudos
eletrofisioldgicos demonstraram que a inje¢do subcutanea de formalina
5% resultou em dois periodos de aumento de atividade das fibras C
(DICKENSON; SULLIVAN, 1987), os quais coincidem quase que
exatamente com curso temporal de expressdo do comportamento de
lamber/morder a pata (OLUYOMI; HART; SMITH, 1992). Diante
disso, podemos sugerir que o reflexo de levantar sustentado do membro,
induzido pela formalina intraplantar, pode ndo estar bem relacionado
com a nocicepg¢do, principalmente na segunda metade do teste (30-60
min).

Ainda, os achados demonstraram que, na primeira metade do
teste (0-30 min), o comportamento de levantar sustentado do membro
parece estar suprimido, ao menos em grande parte, porque 0 estado
atencional do animal é principalmente direcionado para a evocagdo do
comportamento de lamber/morder a pata. Em contrapartida, na segunda
metade do teste (30-60 min), onde o esperado seria que a expressao de
ambos os comportamentos fosse reduzida em fungdo da diminuicéo da
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entrada nociceptiva (reducdo dos disparos elétricos nas fibras aferentes
primarias) (DICKENSON; SULLIVAN, 1987), é quando a expressdo do
levantar sustentado do membro torna-se ainda mais evidente. Uma
possivel explicacdo se baseia no fato de que se a entrada nociceptiva é
reduzida com o passar do tempo (DICKENSON; SULLIVAN, 1987), a
demanda emocional/atencional necessaria para evocar o comportamento
de lamber/morder a pata também reduza proporcionalmente e, dessa
forma, se tornaria possivel uma maior expresséo do reflexo do levantar
sustentado de membro. Se assim for, o comportamento de levantar
sustentado de membro induzido pela formalina intraplantar poderia estar
melhor refletindo um estado de sensibilizacdo motora do que a
nocicepcdo. Corroborando a essa sugestdo, Saddi e Abbott (2000) ndo
observaram uma correlagdo  positiva  significativa entre o0
comportamento de levantar sustentado da pata induzido pela formalina
intraplantar com as diferentes concentraces de formalina aplicadas em
camundongos.

A partir do conjunto de informacbes apresentado acima,
sugerimos que no modelo intraplantar, o comportamento do
lamber/morder a pata pode refletir melhor uma condicdo de nocicepgéo
do que o levantar sustentado do membro. De acordo, Saddi e Abbott
(2000) demonstraram que o lamber/morder de pata estd positivamente
correlacionado com as diferentes concentragdes de formalina aplicadas,
podendo assim, ser considerada uma medida valida de nocicepcédo
induzida pela formalina intraplantar.

Avaliagdo do comportamento de imobilidade evocado na primeira
metade do teste (0-30 min)

A avaliacdo desse pardmetro teve como objetivo avaliar a
interacdo dos animais que foram submetidos a administracdo de
formalina intraplantar ou intra-articular com o ambiente no qual esses
animais foram previamente familiarizados (caixa de observacéo),
levando-se em consideracdo a expressao do comportamento levantar
sustentado do membro como um indicativo de nocicepcao.

Assim, os achados desse trabalho evidenciaram uma expressao
diferenciada do comportamento de imobilidade entre os animais de cada
modelo. Na primeira metade do teste, a administracdo de formalina
intraplantar pareceu provocar no animal uma maior necessidade de
interacdo com o ambiente a sua volta (caixa de observacdo) do que
guando comparado aos animais submetidos a administracdo de
formalina intra-articular. Isso porque, a formalina intraplantar suscitou
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comportamentos defensivos mais proativos, conduzindo o animal a
procurar a fonte da estimulacdo nociceptiva e/ou a fuga desse ambiente.
De fato, foi relato que a dor proveniente do tecido cutaneo, desencadeia
uma resposta emocional mais ativa que reflete em maior envolvimento
com o ambiente (LEWIS, 1942 apud KEAY; BANDLER, 2002).

Em contrapartida, os resultados demonstraram que a
administragdo de formalina intra-articular evocou comportamentos mais
passivos, caracterizados por um maior tempo dispendido na postura
imobilidade por esses animais. Ainda, foi verificado que o perfil de
expressdo do comportamento de imobilidade induzido pela formalina
intra-articular segue em paralelo ao perfil temporal de expressdo do
levantar sustentado do membro quando mensurado separadamente
(comparar as figuras 2 e 3, respectivamente). De maneira semelhante, a
dor profunda é reconhecida por desencadear uma reacdo caracterizada
por imobilidade, diminuicdo da vigilancia, diminuicdo da reatividade
(ou seja, um enfrentamento emocional mais passivo/menor
envolvimento com o ambiente) (LEWIS, 1942 apud KEAY;
BANDLER, 2002).

Na clinica, uma das caracteristicas da dor crénica é a de resultar
na perda da capacidade do individuo para realizar as suas tarefas
cotidianas, o que reflete em um maior estado de imobilidade do
individuo (CARVALHO, 1999). Além disso, associado a problematica
da dor persistente, grande parte destes individuos desenvolvem
transtornos de humor como depressdo e ansiedade (CASTRO et al.,
2011). Na area da depressao, por exemplo, alguns testes em animais sao
utilizados por apresentarem elevado grau de preditibilidade
farmacoldgica. Dentre eles, pode ser citado o desamparo aprendido e o
desespero comportamental (para revisdo, ver NESTLER; HYMAN,
2010). Embora executados por metodologias diferentes entre si, estes
dois testes baseiam-se no desenvolvimento de um estado de inibicdo
comportamental (visualmente representado por uma postura de
imobilidade adotada pelo animal), sendo este desencadeado por uma
fonte de estresse de carater incontrolavel. De maneira semelhante, os
animais do modelo intra-articular parecem compartilhar, a0 menos em
parte, um estado de inibicdo comportamental, promovido pela
estimulacdo nociceptiva. Isso porque a formalina constitui uma forma de
estimulacdo tbnica, inescapavel, e por um longo periodo (quando
comparado, por exemplo, ao teste da placa quente ou o teste de retirada
da cauda), o que poderia possibilitar ao animal o desenvolvimento de
um perfil semelhante ao do estado de inibicdo comportamental no
decorrer do teste.
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Portanto, os resultados apresentados até entdo sugerem que 0
modelo intra-articular poderia representar melhor uma condicéo de dor
clinica persistente, uma que vez o comportamento de imobilidade
evocado por esses animais pode refletir uma condicdo de desisténcia
frente a uma condicdo aversiva, inescapavel (formalina intra-articular).
Por outro lado, a administracdo de formalina intraplantar suscitou
comportamentos defensivos mais proativos, que parecem se relacionar
melhor com as respostas observadas na dor clinica aguda. 1sso porque, a
dor aguda gera respostas de fuga, protecdo, busca por apoio, e
comportamentos do tipo-ansioso nos individuos (CARVALHO, 1999).

Avaliacdo do comportamento de imobilidade expresso na segunda
metade do teste (30 — 60 min)

Os achados demonstraram que a formalina intra-articular
promoveu uma redugdo progressiva do tempo dispendido pelo animal na
postura imobilidade (segunda metade do teste). Isso, talvez seja um
reflexo de uma condi¢do na qual, além da entrada nociceptiva estar
reduzindo com o passar do tempo, também, todos os experimentos
foram conduzidos no ciclo claro dos animais experimentais. Sendo
assim, ao mesmo tempo em que os animais tendem a reduzir a expressao
das respostas nocifensivas, o estado normal de repouso é facilitado.
Dessa forma, embora o estado de repouso seja visualmente caracterizado
por uma postura de imobilidade, este ndo foi mensurado como parte do
pardmetro de imobilidade pelo fato do animal ndo demonstrar mais o
componente nociceptivo associado. 1sso porque, nessa condigdo sugere-
se que a imobilidade de repouso ndo reflita mais um estado emocional
de grande importancia, como por exemplo, uma condi¢do onde o animal
evoca a imobilidade como forma de desisténcia, frente a um estresse
inescapavel.

Em contrapartida, a administracdo de formalina intraplantar
resultou no aumento progressivo do tempo de imobilidade. No entanto,
como ja discutido anteriormente, o comportamento de levantar
sustentado do membro induzido pela formalina intraplantar, parece nao
estar refletindo a nocicepgdo (embora tenha sido inicialmente deflagrado
pela formalina) e, portanto, sugere-se que a postura de imobilidade
expressa pelos animais nesse periodo de tempo esteja mais bem
relacionada a um estado de repouso do animal do que com o
envolvimento de um componente emocional de maior importancia.
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Expressdo do comportamento de exploracdo vertical em animais
submetidos a administracdo de salina ou formalina pela via
intraplantar ou intra-articular

O comportamento de exploracdo vertical foi mensurado na
tentativa de se estabelecer uma relagdo da influéncia do componente
sensorial da nocicepgdo sobre o componente emocional do animal, uma
vez 0 comportamento de exploracdo vertical constitui um dos
pardmetros utilizados para descrever a emocionalidade do animal no
teste do campo aberto (PRUT; BELZUNG, 2003).

Na literatura a exploragdo vertical é descrita como um
comportamento relacionado ao estado atencional/emocional do animal
para com o ambiente externo, que permite ao animal a deteccdo de
informacBes relacionadas com o ambiente & sua volta, como por
exemplo, identificar uma possivel fonte de ameaga (ALVES;
CARVALHO; VENDITTI, 2012). No entanto, esse comportamento
pode ser de complexa interpretagdo pelo fato de ser modulado pelos
niveis de excitabilidade do sistema nervoso central (CUNHA; MASUR,
1978).

Os achados desse trabalho demonstraram que a expressdo do
comportamento de exploragdo vertical nos animais dos modelos
intraplantar e intra-articular foi atenuada, sendo que esse efeito foi maior
no modelo intra-articular. Em seus estudos, Saddi e Abbott (2000),
demonstraram que diferentes concentracdes de formalina intraplantar
foram capazes de atenuar a expressdo dos comportamentos classificados
por eles como sendo ativos (dentre os quais, estd 0 comportamento de
exploracdo vertical), de uma maneira concentragcdo-dependente.
Corroborando, Butler e colaboradores (2012), também demonstraram
que a administracdo intraplantar de formalina 2,5% atenuou a expressao
desse comportamento. Embora nenhuma evidéncia tenha sido exposta
na literatura até 0 momento, uma menor expresséo desse comportamento
pode ser esperada nos animais do modelo intra-articular porque a
formalina, quando administrada por essa via, foi encontrada
anteriormente por induzir uma resposta comportamental mais passiva,
caracterizada por um maior tempo dispendido por esses animais na
postura de imobilidade do que a resposta observada no modelo
intraplantar.

Em conjunto, os achados dessa sessdo demonstraram que a
nocicepgdo induzida pela formalina foi capaz de atenuar a expressdo da
exploracdo vertical, que por sua vez é considerado um comportamento
essencial para a sobrevivéncia do animal (ALVES; CARVALHO;
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VENDITTI, 2012). Ainda, os animais do modelo intra-articular parecem
expressar um perfil comportamental que se assemelha melhor a
condicdo de dor clinica persistente, caracterizado pela expressdo de
comportamentos sugestivos de menor interesse/motivacdo do animal em
explorar o ambiente externo, embora, a hipdtese de que esses animais
possam evocar esses comportamentos defensivos como uma estratégia
comportamental ndo pode ser descartada (reserva energética ou
simplesmente protecdo do membro, por exemplo).

Expressdo do comportamento de autolimpeza em animais

submetidos a administracdo de salina ou formalina pela via
intraplantar ou intra-articular

O comportamento de autolimpeza pode ser evocado de maneira
diferenciada diante de condi¢des opostas: baixo estresse (“‘conforto”) ou
alto estresse (KALUEFF, 2000). Na primeira condigao, a de “conforto”,
a autolimpeza é processada normalmente na direcdo cefalocaudal, na
gual se caracteriza por movimentos repetitivos sequenciais no lamber de
patas, seguido da limpeza na regido da face, cabeca, corpo, cauda e
genitalia (KALUEFF, TUOHIMAA, 2004; KRUK et al., 1998). Em
contrapartida, nas condigdes onde o nivel de estresse é maior, esse
comportamento é evocado de forma rapida em curto periodo de tempo, o
que resulta na interrup¢do da sequéncia completa desse comportamento
(KALUEFF, 2000). A evocacdo da autolimpeza é de extrema
importancia, uma vez que esse comportamento exige o direcionamento
da aten¢do do animal para si ou induz o cuidado de si (autorreparacéo),
assumindo assim, um carater de prote¢do na maioria das vezes.

Os achados desse trabalho demonstraram que a administracéo de
formalina intraplantar ou intra-articular atenuou a expressdo do
comportamento de autolimpeza quando comparado aos animais do
grupo controle, tratados unicamente com solucéo salina 0,9% pela via
intraplantar ou intra-articular. Corroborando os achados, Butler e
colaboradores (2012) demonstraram que a formalina intraplantar 2,5%
reduziu a expressdo de comportamentos relacionados com a atividade
exploratoréria/locomotora dos animais, dentre o0s quais se inclui a
autolimpeza.

Em relagdo a esses achados, é razodvel pensar que um animal
demande grande parte do seu tempo direcionando a sua atengdo para o
cuidado do seu estado fisico, e que por isso ha uma necessidade de
expressar 0 comportamento da autolimpeza de tempos em tempos. De
fato, em ratos machos adultos, por exemplo, foi relatado que
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aproximadamente 40% do seu tempo de vigilia é direcionado para a
autolimpeza (BOLLES, 1960). Além disso, em paralelo, a dor clinica
persistente também reduz o carater atencional do individuo por si
mesmo (CARVALHO, 1999). Sendo assim, sugere-se que a reducdo na
expressdo da autolimpeza, induzida pela administracdo de formalina,
possa ser preditivo para alguns padrfes comportamentais que s&o
expressos em humanos com dor persistente, e que refletem o
componente afetivo-motivacional da dor (como por exemplo, o
abandono ou a reduc¢do do autocuidado).

Portanto, a mensuracdo do comportamento de autolimpeza parece
ser uma medida vélida que pode oferecer contribui¢des importantes no
campo de pesquisa da dor, embora estudos anteriores envolvendo a
administragdo de diferentes concentracdes de formalina intraplantar em
camundongos ndo encontraram uma correlacdo significativa (SADDI;
ABBOT, 2000). Além disso, a interpretacdo do comportamento de
autolimpeza deve ser realizada com 0 maximo de cautela, uma vez que
varios neurotransmissores e neuropeptidios podem modular a expressao
desse comportamento, tornando a sua interpretacdo e/ou extrapolacéo
uma tarefa dificil (TRABER et al., apud SERAFIM; FELICIO, 2001;
MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993).

Atividade locomotora em animais submetidos & administracdo de
salina ou formalina pela via intraplantar ou intra-articular

Em relacéo & atividade locomotora, apenas os animais do modelo
intra-articular demonstraram uma significativa reducdo no nimero de
guadrantes cruzados quando comparado aos animais tratados com
solucdo salina 0,9% intra-articular. No entanto, embora esses animais
tenham deambulado menos pelo aparato experimental, essa resposta
pareceu estar mais relacionada com as alteragdes emocionais induzidas
pela formalina intra-articular do que a um prejuizo significativo na
capacidade motora do animal que, por sua vez, tenham impossibilitado o
animal de evocar algum dos seus comportamentos. Isso porque, a
resposta observada com administracdo de formalina intra-articular ndo
diferiu da resposta induzida pela formalina intraplantar.

Conclusdo parcial sobre os comportamentos induzidos pela
administracéo de formalina intraplantar ou intra-articular

Em conjunto os achados desse trabalho demonstraram que a
aplicacdo de um mesmo estimulo nociceptivo (formalina 2%) é capaz de
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promover a expressdo diferenciada de comportamentos, quando esse
estimulo ¢ aplicado em tecido superficial (via intraplantar) ou profundo
(via intra-articular). Isso porque, possivelmente as vias nociceptivas
envolvidas no processamento da informagdo nociceptiva sdo passiveis
de serem diferentes entre os dois modelos. No entanto, mesmo que
apresentem diferencas entre si, os animais de ambos os modelos
reduzem a expressdo de comportamentos habituais e essenciais a sua
sobrevivéncia (autolimpeza e exploracdo vertical), embora em uma
magnitude diferenciada. Isso sugere que o estimulo nociceptivo
(formalina) é capaz de modificar a valéncia que o animal atribui entre o
ambiente externo e interno de uma maneira diferenciada, dependendo da
via pela qual a formalina foi administrada.

Por ultimo, os achados demonstraram que a administracdo de
formalina intra-articular suscitou comportamentos defensivos que
melhor se assemelham com as caracteristicas comportamentais
observadas na dor clinica persistente e, portanto, esse modelo poderia
apresentar grandes contribuicdes futuras na area de pesquisa da dor
evocada por tecidos profundos.

6.2 AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELA
ADMINISTRACAO DE MORFINA SOBRE 0S
COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA FORMALINA
INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

A morfina é uma droga opioide classica amplamente utilizada
na clinica devido ao seu efeito analgésico. Portanto, essa droga foi uma
valiosa ferramenta farmacolOgica utilizada para avaliar o grau de
discriminagdo e sensibilidade dos comportamentos nociceptivos,
induzidos pela formalina intraplantar ou intra-articular, em detectar o
efeito analgésico mediado por essa droga. Além disso, também foram
avaliados os efeitos mediados pela morfina sobre a modulacdo dos
comportamentos ndo-nociceptivos nos animais do modelo intraplantar e
intra-articular.

Comparacdo do comportamento de levantar sustentado do membro
mediante a manipulagdo comportamental por morfina

Os achados referentes & expressdo do levantar sustentado do
membro, induzido pela formalina intraplantar, em animais previamente
tratados com morfina, reforcaram a sugestdo inicial de que esse
comportamento é qualitativamente diferente do levantar sustentado de
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membro induzido pela formalina intra-articular. 1sso porque, a expressao
desse comportamento nos animais do modelo intraplantar foi afetada
pela morfina (reduzida) somente na fase 2 do teste da formalina. Isso
implica que esse comportamento esteja sendo modulado de maneira
indireta pela morfina, impedindo mecanismos indiretos de
ativacdo/sensibilizacdo do nociceptor (HUNSKAAR; HOLE, 1987).
Além disso, como somente a maior dose de morfina (4,0 mg/kg) foi
encontrada por alterar a expressao do levantar sustentado de membro,
induzido pela formalina intraplantar, um prejuizo motor, mediado pela
morfina, ndo pode ser descartado. Isso porque, ja foi demonstrado que a
utilizacdo da morfina, em uma dose menor (2,5), foi capaz de alterar a
atividade locomotora dos animais (KOKS et al.,1999). Sendo assim,
sugere-se que a expressdo do levantar sustentado do membro em
animais do modelo intraplantar esteja mais bem relacionada a uma
sensibilizagdo motora, proveniente da estimulagdo nociceptiva, do que a
uma resposta reflexa nociceptiva.

Por outro lado, os achados desse trabalho demonstraram que a
morfina, nas doses de 1,0 e 4,0 mg/kg, promoveu uma reducdo na
expressdo do levantar sustentado de membro induzido pela formalina
intra-articular, em ambas as fases do teste da formalina (fase 1 e 2).
Corroborando ao achado, Martins e colaboradores (2006) demonstraram
gue a morfina, na maior dose (4,0 mg/kg), atenuou a expressao desse
comportamento nos animais do modelo intra-articular, em ambas as
fases do teste de formalina. Sendo assim, é possivel sugerir que a
expressdo desse comportamento seja modulada tanto de maneira direta
(reducdo da expressdo na fase 1), quanto de maneira indireta (reducéo da
expressao na fase 2) pela morfina, o que é compativel com os efeitos
promovidos por essa droga na literatura (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Avaliacdo do comportamento de lamber/morder a pata mediante a
manipulac¢do comportamental por morfina

Os resultados demonstraram que a morfina (1,0 e 4,0 mg/kg)
reduziu a expressdo do lamber/morder a pata (efeito observado na fase 1
e 2 do teste da formalina), o que € compativel com o efeito
antinociceptivo dessa droga encontrado na literatura (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987). Corroborando o achado, Wheeler-Aceto e Cowan (1993)
demonstraram que a expressao do lamber/morder a pata, induzido pela
formalina intraplantar, € sensivel a modulacdo por uma ampla faixa de
doses de morfina (0,3 - 30 mg/kg).
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A partir do conjunto de informagfes citadas acima, se torna
possivel sugerir que o comportamento do lamber/morder a pata € a
resposta nocifensiva induzida pela formalina intraplantar que melhor se
assemelha ao comportamento do levantar sustentado de membro
induzido pela formalina intra-articular. Isso porque, ambos o0s
comportamentos demonstram respostas semelhantes mediante a
administragdo das mesmas doses de morfina (1,0 e 4,0 mg/kg). Portanto,
essa sugestdo implica que ambos os comportamentos apresentam um
grau equiparado de sensibilidade e discriminacdo aos efeitos da morfina.

Avaliacdo do comportamento de exploracdo vertical mediante a
manipulacdo comportamental por morfina

Posteriormente, foi avaliada a influéncia da morfina sobre a
expressdo do comportamento de exploragdo vertical. Sendo assim, foi
evidenciado que a morfina por si (1,0 e 4,0 mg/kg) atenuou a expressao
da exploragdo vertical quando comparado aos animais do grupo controle
(nesse experimento ndo foi utilizado formalina). Em seus experimentos,
Neubert e colaboradores (2007) demonstraram que a administracdo de
morfina (2,5 e 5,0 mg/kg) também promoveu uma reducdo na expressao
do comportamento de exploracdo vertical, enquanto que nenhum efeito
foi observado com a dose de 0,5 mg/kg. Essa resposta a morfina ja era
esperada, uma vez que o animal ndo recebeu nenhum estimulo prévio a
sua avaliacdo comportamental, dado efeito depressor dessa droga a nivel
de sistema nervoso central.

Por outro lado, mediante a uma condicdo onde o estimulo
nociceptivo foi aplicado (formalina), verificou-se que todas as doses de
morfina testadas, de maneira dose-dependente, foram capazes de atenuar
a expressdo do comportamento de exploragdo vertical nos animais do
modelo intraplantar. No entanto, a expressdo da exploracdo vertical nos
animais do modelo intra-articular foi atenuada somente com a morfina
4,0 mg/kg. Dessa forma, podemos sugerir que o modelo intra-articular
mostra-se mais resistente ao efeito da morfina do que os animais do
modelo intraplantar, uma vez que a formalina intra-articular por si
atenua a expressdo desse comportamento de maneira mais acentuada.
Isso implica que doses maiores de morfina do que as necessarias para
produzir um efeito antinociceptivo sejam necessarias para atenuar ainda
mais a expressdo desse comportamento nos animais do modelo intra-
articular.

No modelo intraplantar, os animais mostraram-se mais sensiveis
ao efeito supressor mediado pela morfina sobre a expressdo da



78

exploragdo vertical, inclusive para uma dose que anteriormente
demonstrou ndo afetar a expressdo desse comportamento (experimento
realizado na auséncia de formalina) (0,4 mg/kg). Nessa condicdo, a
morfina 0,4 mg/kg promoveu um efeito facilitatério, ao encontro do
efeito supressor promovido pela formalina sobre a expressdo desse
comportamento. Uma possivel explicacdo para esse achado baseia-se no
efeito pré-nociceptivo, o qual ja foi descrito na literatura com a
utilizacdo da morfina em doses baixas (WHEELER-ACETO; COWAN,
1993). No entanto, como a andlise estatistica adotada nesse trabalho ndo
se propbs a investigar o efeito da variavel de repeticdo (tempo), a
possibilidade de um efeito pro-nociceptivo mediado pela morfina (0,4
mg/kg) ndo pode ser descartada, uma vez que a resposta observada vai
ao encontro de tal efeito. Por outro lado, Wheeler-Aceto e Cowan
(1993) demonstraram que a morfina administrada na dose de 0,3 mg/kg
foi suficientemente capaz de promover um efeito antinociceptivo,
enquanto que um efeito pro-nociceptivo foi relatado somente com a
utilizacdo de uma dose de morfina muito menor (0,03 mg/kg). Em
conjunto, esses achados permitem a sugestdo de que o efeito supressor
da morfina sobre o comportamento de exploragdo vertical, em animais
do modelo intraplantar, pode ser mais facilmente detectavel do que os
efeitos da morfina sobre as respostas nocifensivas (sejam esses efeitos
do tipo antinociceptivo ou pré-nociceptivo).

Quanto ao efeito observado com a utilizacdo de morfina nas
doses de 1,0 e 4,0 mg/kg sobre o comportamento de exploragéao vertical,
este pareceu nao se somar ao efeito supressor ja induzido pela formalina
intraplantar sobre a expressdo desse mesmo comportamento. Isso
porque, a administracao dessas doses de morfina promoveu um efeito do
tipo antinociceptivo (evidenciado pela reducdo no tempo do
lamber/morder a pata). Sendo assim, esperar-se-ia que a motivacao para
que o animal explorasse 0 ambiente a sua volta fosse aumentada, ao
encontro dos niveis basais, uma vez que o efeito supressor induzido pela
formalina sobre a expressdo desse comportamento estaria sendo
reduzido pela morfina. No entanto, como a morfina por si foi encontrada
por mediar um efeito supressor sobre a expressdo da exploragao vertical
(experimento realizado na auséncia de formalina), a observacéo de uma
resposta final facilitatéria sobre a expressdo desse comportamento nédo
foi encontrada.

Uma grande implicacéo dos achados apresentados acima se deve
a translacdo do comportamento animal de exploracdo vertical para o
contexto clinico da dor, uma vez que a dor persistente frequentemente
reduz a motivacao/interesse do individuo para com o ambiente externo.
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Sendo assim, pelo fato da morfina ser considerada uma droga com 6tima
eficicia analgésica na clinica, esperar-se-ia que essa droga, ao atuar em
estruturas centrais relacionadas ao componente emocional da dor,
poderia restaurar, a0 menos em parte, o interesse do animal em explorar
0 ambiente externo (ao encontro dos niveis basais). Porém, essa resposta
ndo foi observada. Uma possivel explicacdo refere-se ao fato de que os
efeitos mediados pela morfina sobre a expressdo dos comportamentos de
exploracdo vertical e autolimpeza foram relatados por serem dose
(PATTI et al.,, 2005), de maneira ndo-linear, e tempo-dependentes
(SOIGNIER et al., 2000; IWAMOTO, 1984), presumidamente em
consequéncia do envolvimento dos diferentes tipos de receptores
opioides envolvidos. Dessa forma, resultados diferentes poderiam ter
sido obtidos caso o tempo de analise ou as doses de morfina testadas
fossem alteradas.

Avaliagdo do comportamento de autolimpeza mediante a
manipulacdo comportamental por morfina

Os resultados demostraram a administracdo de morfina (0,4, 1,0
ou 4,0 mg/kg), atenuou a expressdo do comportamento autolimpeza
guando comparado aos animais do grupo controle, tratados unicamente
com solugdo salina 0,9% (experimento realizado na auséncia de
formalina). No entanto, mediante a aplicacdo do estimulo nociceptivo
(formalina intraplantar ou intra-articular), apenas a morfina na dose de
4,0 mg/kg foi capaz de promover esse efeito.

Porém, apesar da morfina, por si, atenuar a expressdo da
autolimpeza na auséncia da estimulagdo nociceptiva, este efeito pareceu
nao se somar ao efeito supressor induzido pela formalina sobre a
expressdo desse mesmo comportamento. Uma justificativa esse achado,
encontrado com a morfina 1,0 mg/kg e 4,0 mg/kg, relaciona-se a
promogdo do efeito antinociceptivo, o qual ambas as doses induziram.
Isso porque, ao inibir o componente nociceptivo, que por sua vez
atenuava a expressdo da autolimpeza, esperar-se-ia que a expressao
desse comportamento fosse restabelecida ao encontro dos niveis basais
(aqui o termo “basal” refere-se ao animal controle tratado unicamente
com salina). Porém, tal resposta ndo foi observada, possivelmente
porque, a morfina por si atenuou a expressdo desse comportamento.
Ainda, ndo podemos excluir a possibilidade de a morfina atuar sobre um
componente motor (4,0 mg/kg) e assim reduzir a expressdo desse
comportamento, uma vez que esse efeito ja foi relatado na literatura por
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ocorrer com a administragcdo de uma dose ainda menor de morfina (2,5
mg/kg) (KOKS et al.,1999).

Uma importante implicacdo do conjunto de resultados citados
acima se refere a translagdo do comportamento animal de autolimpeza
para um contexto clinico da dor. Isso porque, a dor persistente muitas
vezes reduz a motivagao/interesse do individuo para o autocuidado.
Ainda, como ja discutido anteriormente, esperava-se que a morfina
promovesse, a0 menos em parte, um aumento no interesse/motivacao do
animal por si ou para o cuidado de si (ao encontro dos niveis basais). No
entanto, de maneira semelhante a relatada para o comportamento de
exploragdo vertical, os efeitos mediados pela morfina sobre a
autolimpeza, parecem ser dose-tempo-dependentes (PATTI et al., 2005,
SOIGNIER et al.,, 2000; IWAMOTO, 1984). Além disso, outra
abordagem de extrema importancia seria a de avaliar o efeito de
analgésicos nao narcoéticos sobre esses parametros.

6.3 AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELA
ADMINISTRAGCAO DE MIDAZOLAM SOBRE 0S
COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA FORMALINA
INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

Outra droga utilizada nesse trabalho foi o midazolam, um
benzodiazepinico classico usado em diversos estudos comportamentais.
A dose de midazolam utilizada nesse trabalho foi escolhida por
promover um efeito do tipo-ansiolitico no labirinto em cruz elevado
(LCE) (GAZARINI; STERN; BERTOGLIO, 2011).

Comparacdo do comportamento de levantar sustentado do membro,
induzido pela formalina intraplantar ou intra-articular, com o
comportamento de lamber/morder a pata, mediante a manipulagdo
comportamental por midazolam

Inicialmente, foi avaliada a influéncia do midazolam sobre a
expressao do comportamento de levantar sustentando de membro. Sendo
assim, os resultados demonstraram que o midazolam n&o foi capaz de
alterar a expressdo desse comportamento nos animais de ambos os
modelos. No entanto, a administracdo dessa droga atenuou a expresséo
do lamber/morder a pata, sendo esse efeito evidenciado somente na fase
2 do teste de formalina. Nesse contexto, a sugestdo inicial de que o
lamber/morder a pata seria um comportamento equivalente (quanto ao
grau de sensibilidade e discriminacéo de drogas) ao levantar sustentado
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de membro, expresso nos animais do modelo intra-articular, foi agora
desafiada. Em relacdo a isso, podemos argumentar que o midazolam néao
é conhecido clinicamente por ser um farmaco analgésico, uma vez que
sua capacidade de promover esse efeito é contestavel. De maneira
semelhante, nos modelos animais de nocicepcdo, os efeitos mediados
pelos BDZs sobre as respostas nocifensivas ainda sdo considerados
contraditérios. 1sso se deve principalmente a ampla distribuicdo do
sistema GABAérgico, a qual contribui para a variabilidade das respostas
obtidas entre os testes experimentais. Por exemplo, os BDZs foram
encontrados promovendo antinocicepcdo (NISHIYAMA, 2006),
nenhum efeito (MARTINS; BASTOS; TONUSSI, 2006) e até mesmo
efeito pré-nociceptivo (TATSUO et al., 1999), dependendo da dose e
via de administracdo pela qual os BDZs foram administrados (NIV et
al., 1988; TATSUO et al., 1999). Ainda, 0 midazolam, assim como 0s
demais BDZs, ndo possui atividade agonistica direta no receptor GABA-
A. lIsso porque essas drogas atuam como moduladores alostéricos
positivos, e, portanto, necessitam da presenca do GABA para
promoverem os seus efeitos (para revisdo, ver KORPI et al., 2002). Em
relacdo a isso, € possivel argumentar que a ativacdo do sistema
GABAGérgico (tdnus GABAGérgico) se faca de maneira diferenciada entre
os animais dos modelos de nocicep¢do, uma vez que os achados desse
trabalho demonstraram que as respostas comportamentais induzidas pela
formalina intraplantar e intra-articular por si foram evocadas de maneira
diferenciada. Dessa forma, seria possivel justificar, ao menos em parte,
0 motivo pelo qual apenas os animais do modelo intraplantar foram
capazes de discriminar o efeito do midazolam.

Outro ponto importante, refere-se ao fato de que o efeito
promovido pelo midazolam sobre a expressdo do comportamento de
lamber/morder a pata foi evidenciado somente na fase 2 do teste. Esse
achado implica que o midazolam poderia mediar seu efeito
antinociceptivo, a0 menos em parte, por impedir 0S mecanismos
indiretos de ativacdo/sensibilizacdo do nociceptor, e que o0
comportamento de lamber/morder a pata mostra-se mais sensivel a
modula¢do por tais mecanismos do que o levantar sustentado de
membro, induzido pela formalina intra-articular.

O potencial do midazolam em promover antinocicep¢do no
modelo intraplantar também pode ser contestado, uma vez que o
comportamento de lamber/morder a pata parece estar intimamente
relacionado ao de autolimpeza. Isso porque, ambos 0s comportamentos
exigem o recrutamento de um componente atencional/motivacional
voltado para si ou para 0 cuidado de si (autorreparagdo). Sendo assim,
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da mesma forma que a formalina intraplantar induz a expressdo do
comportamento de lamber/morder a pata, sugerindo ao animal a
presenca de uma fonte de agressdo externa, a autolimpeza pode ser
evocada para remover agressores externos, tal como parasitas. Dessa
forma, talvez o efeito mediado pelo midazolam, o qual resultou na
reducdo da expressdo da autolimpeza (esses dados serdo discutidos
adiante), pode ter induzido uma reducdo reflexa da expressdo do
lamber/morder a pata, o que implica no real efeito dessa droga em
mediar um efeito antinociceptivo nesse modelo.

Portanto, a partir do conjunto de dados citados acima, sugerimos
gue o comportamento de levantar sustentado do membro, induzido pela
formalina intra-articular, pode ser mais preditivo para a detecgdo de
drogas com atividade analgésica do tipo-opioide. Por outro lado, o
comportamento de lamber/morder a pata demonstrou ainda ser mais
sensivel para detectar o efeito de drogas que ndo possuem uma atividade
analgésica tdo proeminente, as quais possivelmente atuam por
mecanismos indiretos de ativagdo/sensibilizagdo do nociceptor (como
por exemplo, modulando um componente emocional/atencional).

Avaliagdo do comportamento de exploracdo vertical mediante a
manipulacdo comportamental por midazolam

Em relacdo aos pardmetros de emocionalidade, primeiramente foi
verificado que a administracdo de midazolam ndo modificou a expressdo
do comportamento de exploracdo vertical, em quaisquer dos
experimentos realizados. Na literatura, foi demonstrado que o
midazolam em dose maior (0,75 mg/kg), atenuou a expressdo do
comportamento de exploracdo vertical em animais submetidos ao
paradigma experimental de exposicdo ao odor de gato, 0 que é sugestivo
de um efeito do tipo ansiolitico neste paradigma (MCGREGOR et al.,
2004).

Além da dose de midazolam utilizada, outra possivel explicacdo
para a auséncia de efeito dessa droga sobre esse parametro, refere-se ao
fato de que, em todos os experimentos conduzidos, os animais foram
previamente submetidos ao aparato experimental (caixa de observagao)
para uma sessdo de familiarizacdo. Essa sessdo teve como objetivo
submeter o animal a um ambiente novo, a fim de evitar que o estimulo
da novidade pudesse modificar a resposta comportamental evocada
(processo o qual envolve a aquisi¢cdo de memdria). Diante disso, ja esta
bem estabelecido na literatura que o efeito do tipo ansiolitico do
midazolam é perdido apds os animais terem sido previamente expostos
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ao teste do LCE (GAZARINI; STERN; BERTOGLIO, 2011). E
evidente que o LCE baseia-se em um paradigma experimental diferente
do que o teste da caixa de observacdo. Afinal, o LCE apresenta areas de
aversdo natural (risco potencial X novidade), bem como éareas de
possivel protecdo ao animal (bracos fechados), enquanto que o teste da
caixa ndo oferece compartimentos ou divisdes de areas. Além disso,
Gazarini e colaboradores (2011) ndo aplicaram nenhum estimulo novo
ao animal na sua segunda exposicdo ao LCE. Em contrapartida, nesse
trabalho, o animal foi submetido a uma estimulagdo nociceptiva na sua
segunda exposicao ao aparato experimental.

Sendo assim, a partir desse conjunto de dados sugerimos que se a
administragdo de midazolam tivesse sido realizada ja na primeira
exposicdo do animal ao contexto, uma resposta diferente poderia ter sido
observada. Afinal, haveria a possibilidade de o animal apresentar um
maior estado de conflito relacionado a escolha entre explorar ou ndo um
ambiente novo (GRAY; MCNAUGHTON, 2000), levando em
consideragdo a presenga do estimulo nociceptivo.

Avaliagdo do comportamento de autolimpeza mediante a
manipulacdo comportamental por midazolam

Posteriormente, foi verificado que a administracdo de midazolam
atenuou a expressdo do comportamento de autolimpeza quando
comparado aos animais do grupo controle (experimento realizado na
auséncia da formalina). Muitos estudos na literatura relacionam o efeito
de drogas ansioliticas sobre a expresséo do comportamento de
autolimpeza. No contexto de um ambiente novo, por exemplo, foi
relatado um aumento na expressao do comportamento de autolimpeza
em ratos frente ao estimulo da novidade que, no entanto, foi reduzido
pela administracdo de BDZs (MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993;
BARROS, 1994). Além disso, 0s benzodiazepinicos podem reduzir a
expressdo excessiva da autolimpeza induzida por algumas substancias
tal como o hormbnio adrenocorticotréfico (MOODY; MERALLI,
CRAWLEY, 1993). No entanto, apesar do comportamento de
autolimpeza parecer ser preditivo para o efeito ansiolitico de uma droga
na clinica, o efeito promovido pelo midazolam sobre o comportamento
em si, ndo pode ser atribuido a um efeito ansiolitico no animal, uma vez
gue outros componentes também devem ser levados em consideracéo
para a inferéncia de tal efeito (como os aspectos atencionais e paradigma
experimental utilizado).
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Outra observacdo importante, que deve ser levada em
consideracdo nesse estudo, € que o mecanismo pelo qual o midazolam
por si reduziu a expressdo da autolimpeza (experimento realizado na
auséncia da formalina), pode ndo estar relacionada com o mecanismo
pelo qual a formalina induziu tal efeito sobre a expresséo desse mesmo
comportamento. Caso contrario, poderia ser inferido que a redugéo do
comportamento de autolimpeza induzida pela formalina intraplantar
estaria relacionada a um efeito do tipo ansiolitico mediado pela
formalina. Portanto, é sugerido que o mecanismo pelo qual a formalina
intraplantar atenuou a expressdo da autolimpeza, estaria relacionado a
um aumento no estado de conflito do animal, onde a presenga de um
novo fator atencional (voltado para o estimulo nociceptivo) compete
com um fator atencional preexistente (simplesmente relacionado a
necessidade de evocar a autolimpeza). Em contrapartida, o efeito
ansiolitico mediado pelo midazolam estaria mais relacionado a acéo
anticonflito (GRAY; MCNAUGHTON, 2000).

Em relagdo ao modelo intraplantar, a administracdo de
midazolam promoveu uma reducdo ainda maior da expressdo da
autolimpeza do que a induzida somente com a formalina intraplantar.
Mediante a aplicacdo do estimulo nociceptivo, é provavel que aumente o
estado de conflito do animal, onde a necessidade crescente de evocar a
autolimpeza compete com a necessidade de expressar 0s demais
comportamentos defensivos, uma vez que 0 animal esta diante de um
estimulo aversivo. Portanto, sugere-se que o efeito do midazolam,
estaria justamente promovendo a reducdo desse estado de conflito
exacerbado, de maneira a reduzir a necessidade crescente do animal em
expressar a autolimpeza.

A administragdo de midazolam nos animais do modelo intra-
articular ndo modificou a expressdo da autolimpeza, embora a resposta
observada va ao encontro da atenuacdo desse comportamento. Uma
explicacdo seria pelo possivel efeito sedativo mediado por essa droga.
Porém, os resultados demostraram que 0 parametro de atividade
locomotora ndo foi alterado pelo midazolam na dose utilizada (0,5
mg/kg). Em relagdo a isso, podemos sugerir que como a ativacdo do
sistema GABAGérgico parece acontecer de maneira diferenciada entre os
animais dos dois modelos de nocicepcdo, e que a acdo do midazolam
depende necessariamente do estado ativo desse sistema, doses maiores
de midazolam poderiam ser necessarias para atenuar ainda mais a
expressdo desse comportamento nos animais do modelo intra-articular.
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6.4 AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELA
ADMINISTRACAO DO PENTILENOTETRAZOL SOBRE OS
COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA FORMALINA
INTRAPLANTAR OU INTRA-ARTICULAR

O pentilenotetrazol € um antagonista do receptor GABA-A que
promove seus efeitos a partir da interagdo com os sitios de ligacdo da
picrotoxina (HUANG et al., 2001). Inicialmente, essa droga foi referida
como um agente pré-convulsivante em humanos. No entanto, quando
administrado em doses menores (subconvulsivantes), o pentilenotetrazol
pode ser considerado um protétipo de droga ansiogénica, sendo
extensamente utilizado em modelos animais de ansiedade (JUNG; LAL;
GATCH, 2002). Portanto, o pentilenotetrazol foi uma valiosa ferramenta
farmacoldgica utilizada para avaliar o grau de discriminacdo e
sensibilidade dos comportamentos nociceptivos, induzidos pela
formalina intraplantar ou intra-articular. Além disso, também foram
avaliados os efeitos mediados pelo pentilenotetrazol sobre a expressao
dos comportamentos ndo-nociceptivos.

Comparacdo do comportamento de levantar sustentado do membro,
induzido pela formalina intraplantar ou intra-articular, com o
comportamento de lamber/morder a pata, mediante a manipulagéo
comportamental por pentilenotetrazol

Os achados desse trabalho demostraram que a administragdo de
pentilenotetrazol ndo alterou a expressdo do comportamento de levantar
sustentado do membro, induzido pela formalina intraplantar ou intra-
articular. No entanto, a administracdo dessa droga promoveu uma
reducdo na expressdo do lamber/morder a pata, sendo esse efeito
evidenciado somente na fase 2 do teste de formalina. Dessa forma, a
sugestdo de que o lamber/morder a pata seria um comportamento
equivalente (quanto ao grau de sensibilidade e discriminacdo de drogas)
ao levantar sustentado de membro, expresso nos animais do modelo
intra-articular, foi novamente desafiada.

Na literatura foi relatado que a administragdo de doses
subconvulsivantes de pentilenotetrazol promoveram um aumento do
limiar nociceptivo a estimulagdo nociceptiva cutdnea térmica
(CONCEICAO et al., 1992) e mecéanica (ROCHA et al., 1999). Em
contrapartida, o pentilenotetrazol ndo afetou a nocicepcéo induzida pela
formalina intra-articular no teste de incapacitagdo articular (MARTINS;
BASTOS; TONUSSI, 2006). Esses resultados sugerem uma
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sensibilidade maior dos animais do modelo intraplantar para detectar o
potencial antinociceptivo do pentilenotetrazol do que o modelo intra-
articular.

Além disso, os achados demonstraram que o pentilenotetrazol
atenuou a expressdo do comportamento de lamber/morder a pata
somente na fase 2 do teste de formalina, 0 que sugere que essa droga
possa mediar sua agdo antinociceptiva, a0 menos em parte, a partir da
inibicdlo de mecanismos indiretos de ativacdo/sensibilizacdo do
nociceptor. No entanto, o mecanismo pelo qual o pentilenotetrazol
promove o efeito antinociceptivo ainda ndo esta claro. Acredita-se que
essa droga atue por um mecanismo semelhante ao da picrotoxina, uma
vez que ja foram demonstradas que ambas as drogas compartilham o
mesmo sitio de ligacdo alostérico no receptor GABA-A (HUANG et al.,
2001). Até o momento, ha poucos estudos avaliando o potencial
antinociceptivo do pentilenotetrazol. Em contrapartida, sabe-se que a
administracdo intravenosa de picrotoxina é capaz de mediar um efeito
antinociceptivo através da desinibicdo do sistema analgésico
descendente no nivel da SCP. Dessa forma, o sistema inibitorio da dor
torna-se ativo o suficiente para gerar uma resposta antinociceptiva,
sobrepondo o efeito prd-nociceptivo que é observado com a
administragdo de picrotoxina a nivel espinal (KOYAMA; HANAI;
YOKOTA, 1998). Outro mecanismo proposto para justificar o efeito
antinociceptivo do pentilenotetrazol baseia-se na capacidade dessa droga
de modular a atividade de sistemas opioides enddgenos (ROCHA et al.,
1999). Este resultado implica no envolvimento do sistema opiodérgico
na resposta de antinocicepcdo induzida pela administracdo sistémica de
pentilenotetrazol.

Evidéncias na literatura sugerem que alteracbes na sinaliza¢do do
sistema GABAGérgico estdo envolvidas na expressdo do comportamento
de medo e da analgesia medo condicionado (REA; ROCHE; FINN,
2011). Além disso, sabe-se que a exposicdo de animais em situacoes
aversivas, de natureza inata ou aprendida, evoca um repertorio de
comportamentos defensivos, como fuga, luta e a inibicdo da nocicepcao
(DEAKIN; GRAEFF, 1991). No paradigma experimental de
condicionamento olfatério de medo, foi demonstrado que a simples
administracdo de pentilenotetrazol 15 mg/kg (estimulo aversivo
incondicionado) pareado com o odor de café (estimulo neutro) foi capaz
de promover um aumento da expressdo de comportamentos defensivos,
guando esses animais foram reexpostos ao odor de café ou ao contexto,
de maneira semelhante & observada com a aplicagdo de choques
elétricos CAVALLI; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2009). Essa resposta,
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encontrado pelos autores, foi atribuido ao efeito ansiogénico promovido
pelo pentilenotetrazol. Portanto, a partir desse conjunto de dados,
sugere-se que o pentilenotetrazol poderia promover uma alteracéo
comportamental compativel com a resposta de medo/estresse nesses
animais, de maneira a atenuar a expressao do comportamento de
lamber/morder a pata, por exemplo.

Em relagdo a auséncia de efeito do pentilenotetrazol sobre a
expressdo do levantar sustentado do membro no teste intra-articular, esta
é pensada por estar relacionada a dose de pentilenotetrazol utilizada no
teste. 1sso porque, nesse trabalho os achados foram baseados somente na
administragcdo de Unica uma Unica dose de PTZ (15 mg/kg). Além disso,
como a expressdo desse comportamento, no modelo intra-articular, é de
maior magnitude do que a resposta de lamber/morder a pata, induzida
pela formalina intraplantar, sugere-se que a nocicepcdo seja
experimentada de maneira mais intensa no animal do modelo intra-
articular. Sendo assim, sup8e-se que doses maiores de pentilenotetrazol
seriam necessarias para promover um efeito do tipo antinociceptivo
nesse modelo.

Portanto, o comportamento de lamber/morder a pata mostrou-se
mais sensivel para detectar os efeitos antinociceptivos promovidos pelo
pentilenotetrazol, sejam eles mediados por alteragdes no estado
emocional do animal, altera¢cdes sensoriais, ou ainda, uma combinagdo
dos dois fatores. No entanto, o potencial analgésico do pentilenotetrazol
nao foi demonstrado clinicamente. Inicialmente, essa droga foi utilizada
em humanos como um estimulante cardiorrespiratério, no entanto,
devido ao seu efeito pro-convulsivo, o pentilenotetrazol foi retirado da
clinica em 1982 (JUNIOR, 2007). Isso implica que, a caracteristica da
alta sensibilidade apresentada pelo comportamento de lamber/morder,
parece nao refletir na capacidade desse comportamento em predizer o
efeito analgésico do pentilenotetrazol na clinica. Por outro lado, o
comportamento de levantar sustentado do membro, induzido pela
formalina intra-articular, mostra-se menos sensivel e talvez mais
seletivo para acdo de drogas que venham a se tornar analgésicos
clinicamente eficazes.

Avaliacdo do comportamento de exploracdo vertical mediante a
manipulagdo comportamental por pentilenotetrazol

Em relacdo aos parametros de emocionalidade, verificou-se que o
pentilenotetrazol atenuou a expressdo do comportamento de exploracéo
vertical, quando comparado aos animais do grupo controle, tratados
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unicamente com salina (experimento realizado na auséncia da
formalina). Além disso, a administracdo dessa droga também reduziu a
exploragdo vertical nos animais do modelo intraplantar. Acredita-se que
esse achado esteja relacionado com o efeito ansiogénico, mediado pelo
pentilenotetrazol, o qual poderia promover um aumento na aversividade
do animal para com 0 meio externo. Corroborando ao achado, Cavalli e
colaboradores (2009) demonstram que a simples administracdo de
pentilenotetrazol (15 mg/kg), foi capaz de estabelecer um
condicionamento olfatério de medo em ratos Wistar. No entanto, o
motivo pela qual a formalina por si reduziu a expressdo do
comportamento de exploracéo ainda ndo esté claro. Isso porque, talvez o
estimulo nociceptivo promova um aumento da aversividade do ambiente
externo para o animal, ou ainda, reduza o interesse do animal em
explorar esse ambiente (embora uma associagdo entre os dois fatores
também seja possivel).

Portanto, a partir do conjunto de resultados citados acima, sugere-
se que o0s animais do modelo intraplantar estdo mais sujeitos a
modulagdo comportamental induzida pelo pentilenotetrazol do que os
animais do modelo intra-articular. Ainda, o efeito ansiogénico mediado
pelo pentilenotetrazol, seria condizente com a sugestdo anterior de que
essa droga poderia promover analgesia por excitar mecanismos de
estresse. Por Ultimo, a auséncia de resposta no modelo intra-articular
frente ao PTZ pode estar relacionada com o fato de que a formalina,
guando administrada pela via intra-articular, promove uma maior
supressdo do comportamento de exploragdo vertical do que a formalina
intraplantar e, por isso, doses maiores de pentilenotetrazol devem ser
necessarias para tal efeito.

Avaliagdo do comportamento de autolimpeza mediante a
manipulacdo comportamental por pentilenotetrazol

Os achados desse trabalho demonstraram que a administracdo de
pentilenotetrazol ndo modificou a expressdo do comportamento de
autolimpeza em quaisquer dos experimentos realizados. Além disso,
anteriormente foi demonstrado que a administragdo do midazolam, um
modulador aldstérico positivo do receptor GABA-A, reduziu a
expressdo desse comportamento. Nesse caso, 0 esperado seria que a
administracdo do pentilenotetrazol promove-se 0 aumento da
autolimpeza, uma vez que essa droga atua como um antagonista do
receptor GABA-A. No entanto, deve ser levado em consideracdo que
ambas as drogas medeiam suas principais acdes de maneira GABA-
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dependentes. Dessa forma, é possivel que dependendo da contribuicao
(grau de atividade) do sistema GABAérgico para a resposta de
autolimpeza, esse sistema possa se mostrar mais ou menos sensivel a
acdo dessas drogas. Além disso, o midazolam pode promover outros
efeitos, de maneira independente do receptor GABA-A. Isso porque,
essa droga foi encontrada como sendo capaz de alterar a condutibilidade
ibnica em células NG108-15, que por sua vez, ndo expressam o receptor
GABA-A (ISHIZAWA et al., 1997). No entanto, a contribuicdo desse
efeito para o achado acima ainda ndo esta clara.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados demonstraram que 0s comportamentos nociceptivos
e ndo-nociceptivos sdo evocados de maneira diferenciada entre 0s
animais do modelo intraplantar e intra-articular. Em relacdo as respostas
nocifensivas, o lamber/morder a pata, foi o comportamento, induzido
pela formalina intraplantar, que melhor discriminou o efeito
antinociceptivo da morfina, sendo também sensivel ao aparente efeito
antinociceptivo mediado pelo midazolam e pentilenotetrazol. Ainda, no
modelo intra-articular, os animais expressaram uma Unica resposta
nocifensiva, o levantar sustentado de membro. Esse comportamento
pareceu discriminar o efeito antinociceptivo da morfina de maneira
semelhante ao lamber/morder a pata, mas com a vantagem de ndo se
mostrar sensivel ao efeito antinociceptivo promovido pelo midazolam e
pentilenotetrazol, uma vez que esse efeito é contestado na literatura.

Em relagcdo aos comportamentos habituais (relacionados com a
emocionalidade), os resultados demonstraram que a administracdo de
formalina por si, quando administrada pela via intraplantar ou intra-
articular, foi capaz de atenuar a expressdo do comportamento de
exploragdo vertical, sendo que nos animais do modelo intra-articular
esse efeito foi ainda mais expressivo. A administragdo de formalina
(intraplantar ou intra-articular) também reduziu a expressdo do
comportamento de autolimpeza. Esses resultados implicam que a
formalina parece reduzir o estado de motivacdo do animal ou ainda,
aumentar a aversividade do ambiente a sua volta, de maneira que a
expressdo de comportamentos essenciais a sobrevivéncia do animal
(exploracéo vertical e autolimpeza) fique comprometida. Além disso, os
animais do modelo intraplantar foram mais sensiveis & modulagdo
comportamental induzida por drogas (morfina, midazolam e
pentilenotetrazol), o que pareceu contribuir para a maior sensibilidade,
apresentada por esse modelo, em detectar o efeito antinociceptivo
mediado pelo midazolam e pentilenotetrazol. Por outro lado, 0s animais
do modelo intra-articular mostraram-se menos labeis a tal modulacéo.

Ainda, a administracdo de formalina intraplantar suscitou
comportamentos mais proativos, de maneira semelhante & resposta
comportamental evocada em humanos na condicdo de dor aguda. Por
outro lado, a administracdo de formalina intra-articular, suscitou
comportamentos defensivos mais passivos, sendo que esse perfil
comportamental parece se correlacionar ao observado na dor clinica
persistente e, portanto. Dessa forma, o modelo intra-articular poderia ser
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uma plataforma mais atrativa para o desenvolvimento de novos
farmacos analgésicos.

Por fim, as evidéncias desse trabalho sugerem que a analise
conjunta  dos comportamentos nociceptivos e ndo-nociceptivos
(relacionados com a emocionalidade) pode ser uma ferramenta mais
preditiva para o desenvolvimento de farmacos analgésicos melhores,
pois a partir dessa, se poderiam buscar substancias ou uma combinagdo
delas, que aliassem a reducdo da dor com a restauracdo da motivacao
para a exploracdo do ambiente e do cuidado de si.
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