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RESUMO

A Substancia Cinzenta Periagueductal dorsal (SCPd) é reconhecida como uma
estrutura do sistema nervoso central (SNC) responsavel por coordenar as funcdes
autonbmicas e comportamentais em situagcdes de ameaca ou perigo iminente,
estando bem estabelecido que sua ativagcdo desencadeia comportamentos de
defesa e inibicdo da dor. Porém, sabe-se que tanto na clinica, quanto em modelos
experimentais, o estresse/ansiedade podem produzir tanto efeitos inibitérios quanto
facilitatorios da nocicepcao. Ao menos em grande parte destes estudos, tem-se dado
maior énfase ao modelo de estresse, sem levar-se em conta o nivel de aversividade
do estimulo nociceptivo. Assim, como a estimulacdo da SCPd modifica o caréater
aversivo de estimulos externos, a manipulacdo dessa estrutura em diferentes
modelos de nocicepgdo, com diferentes niveis de aversividade, ajudaria a
compreender como o0 SNC pode fazer a escolha entre aumentar ou inibir a
nocicepcao. Nesse trabalho, a SCPd de ratos foi injetada com glicina (GLI), o que
mostrou previamente produzir efeito tipo-ansiogénico progressivo (dose-
dependente). GLI (10-80 nmoles) facilitou e inibiu a nocicepcédo, dependendo da
dose injetada e do teste nociceptivo empregado. GLI apenas aumentou, e na
concentracdo mais alta testada, a nocicepcéo no teste de formalina na pata (mais
aversivo). No teste de aversividade intermediaria, formalina intra-articular, a GLI
facilitou o comportamento de nocicepcdo nas concentracbes menores (10 e 20
nmoles), porém o inibiu nas concentracées maiores (50 e 80 nmoles). No teste de
aversividade menor, dor térmica escapavel, a GLI apenas causou aumento da
laténcia de retirada, ou hiponocicepcdo. Ambos os efeitos foram inibidos, pela co-
aplicacédo de GLI e &cido 7-cloroquinurénico ou HA966, antagonistas total e parcial,
respectivamente, dos receptores GLIg. No entanto, a estricnina, antagonista do
receptor GLI5 aplicado na SCPd induziu os mesmos efeitos da glicina nos modelos
de nocicepcdo e no teste do labirinto em cruz elevado causou efeito tipo-
ansiogénico. A aplicacdo sistémica, ou na SCPd de naloxona (antagonista dos
receptores opibides) e de metisergida (antagonista dos receptores serotoninérgicos)
preveniu as acbes de GLI na SCPd. Nossos dados mostraram que existe um
controle bidirecional da SCPd na nocicep¢do dependente da ativagdo local do
receptor GLIg e de vias opioidérgicas e serotoninérgicas presentes em algum ponto
da circuitaria modulatéria da dor. O receptor GLI» demonstrou atuar de forma oposta
aos receptores GLIg na SCPd. Estamos sugerindo que o estresse induzido pela
glicina na SCPd juntamente com o do teste nociceptivo, aumentam a nocicepgéo
quando esta for o principal foco de atencdo. Assim, a SCPd pode ser responsavel
por modular a nocicepcédo de acordo com a demanda atencional gerada pelo foco
estressor.

Palavras-chaves: SCPd, hiponocicepgéo, hipernocicepcao, estresse, glicina.



ABSTRACT

The dorsal column of periaqueductal grey matter is recognized for the coordination of
autonomic and behavioral responses elicited by imminent threat or danger situations.
It is well established that its activation elicits defense-related behaviors, as well as
pain inhibition. However, it is known that either in the clinic or in experimental models,
the stress/anxiety may produce hyperalgesia as well as pain inhibition. At least in a
number of these studies, more emphasis was given to the stress paradigms, without
taking in to account the aversion level of the nociception test. Since the dPAG
stimulation modifies the aversive characteristic of external stimuli, its manipulation
under nociceptive paradigms with different aversion levels, may help to understand
how the SNC shifts between facilitation or pain inhibition. Here, dPAG was stimulated
with glycine (GLY), which was previously shown to produce a dose-related anxiety-
like behavior. GLY (10-80 nmols) either facilitated or inhibited the nociception,
depending on the injected concentration and on the nociception test. GLY only
increased, and in the highest concentration, the nociception induced by formalin into
the paw (more aversive test). In the model with intermediate aversiveness, intra-
articular formalin, the lower concentration of GLY (10 and 20 nmols) facilitated the
nociception behavior, however, it was inhibited with higher concentration (50 and 80
nmols). In the model with lowest aversiveness, heat escapable pain, GLY only
caused the increased of withdrawal latency, or hyponociception. Both effects were
inhibited by GLY co-injection with 7-Chlorokinurenic acid, or HA-966, total and partial
GLYg antagonists, respectively, into dPAG. However, dPAG injection of the GLYx
antagonist strychnine alone induced similar effects as that observed with GLY in the
present nociception models, and also caused anxiety-like behavior in the plus-maze
test. Systemic or intra-dPAG injection of naloxone (opioid antagonist) or
methysergide (5-HT antagonist) prevented GLY effects. The present data suggest
that dPAG exerts a bidirectional effect on nociception, which is mediated by
glutamate (via NMDA/GLY3), opioids and 5-HT. The GLYx receptor was shown to act
as opposed to GLYjg receptor into the dPAG. Moreover, it is discussed here that the
anxiety produced by dPAG activation will increase nociception when the nociception
model is the main source of stress, but conversely will decrease nociception when it
is not. Thus dPAG may be responsible to modulate nociception according to the
attentional needs.

Key words: dPAG, hyponociception, hypernociception, stress, glycine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sistema descendente modulatério da dor com as principais conexdes
na substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e na regido rostral ventro-
medial do bulbO (RVM)......uuueiiiiiiiieeeee e
Figura 2. Desenho ilustrando a localizacdo e a organizacédo das colunas da SCP
ao longo do seu eixo rostro-caudal..........ccccevvieeeeeeeiiieieiiee
Figura 3. Efeito hiper e hiponociceptivo da microinjecdo de glicina na SCPd no
teste de incapacitacao articular induzida por formalina em ratos...........
Figura 4. Histologia de confirmacé&o dos sitios das microinjegfes.............ccccceennnn.
Figura 5. Efeito da glicina no coliculo superior (CS) no teste de incapacitacéo
articular induzida por formalina €m ratosS............ccooevviiiiiiiiiiiiiien
Figura 6. Efeito hipernociceptivo da microinje¢céo de glicina na SCPd no teste de
formalina na pata em ratoS...........uuueeiiiiiiiii e
Figura 7. Efeito hiponociceptivo da microinjecédo de glicina na SCPd no teste do
tail fliCK @M ratoS........oooi
Figura 8. Efeito da microinjecdo de glicina no coliculo superior (CS) em ratos
submetidos ao teste do tail flick.............ooooviiiiiiiii s
Figura 9. Efeito da microinjecdo de glicina associada com estricnina na SCPd,
no teste de incapacitacdo articular induzida por formalina em ratos......
Figura 10. Efeito hipernociceptivo da microinjecdo de estricnina na SCPd no
teste de formalina na pata em ratos...........oeuuuieiiiiiiiiinee s
Figura 11. Efeito hiponociceptivo da microinjecdo de estricnina na SCPd no teste
do tail fiICK @M FatOS. ... ..eeeieiiiiie e
Figural2. Efeito tipo-ansiogénico da estricnina microinjetada na SCPd de ratos,
no teste do labirinto em cruz elevado (LCE)........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis
Figura 13. Efeito da microinjecdo de glicina associada com HA966 (HA) na
SCPd, no teste do tail flick e no teste de formalina na pata, em ratos....
Figura 14. Efeito da microinjecdo de HA966 (HA) na SCPd no teste de
incapacitacao articular induzida por formalina, em ratos..............cc........
Figura 15. Efeito do acido 7 cloroquinurénico (7CL) microinjetado na SCPd no

teste de incapacitacao articular induzida por formalina, em ratos..........

08

09

32
33

34

37

39

40

42

44

46

48

50

51



LISTA DE FIGURAS (Continuacéo)

Figura 16. Efeito do tratamento sisttmico com naloxona (nx), nas acdes hiper e
hiponociceptivas da glicina na SCPd, no teste de incapacitacao
articular induzida por formalina, €m ratoS............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiieenn

Figura 17. Efeito da microinjecdo de glicina associada com naloxona na SCPd,

no teste de incapacitacdo articular induzida por formalina em

Figura 18. Efeito do tratamento sisttmico com metisergida nas acdes hiper e
hiponociceptivas da glicina na SCPd, no teste de incapacitacao
articular induzida por formalina, em ratoS.............cccevvvvvvvevviviiiiiice e,
Figura 19. Efeito da microinjecdo de glicina associada com metisergida na
SCPd, no teste de incapacitacao articular induzida por formalina, em

54

55

57

58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Coordenadas de microinjecdo para a SCPdI

Tabela 2- Resumo dos principais efeitos dos tratamentos intra-SCPd nos
testes de incapacitacdo articular induzida por formalina (2%),

formalina na pata (FP), tail flick e labirinto em cruz elevado



LISTA DE ABREVIATURAS

5-HT 5-hidroxitriptamina (serotonina)
AHN Nucleo hipotalamico anterior

ANOVA Analise de variancia

Aq Aqueduto cerebral

ATP Adenosina trifosfato

AP Antero-posterior

CCK Colecistocinina

CeA Nucleo central da amigdala

CGRP  Peptideo relacionado ao gene da calcitonina

CcL fon cloro

7CL Acido 7-cloroquinurénico
°C Graus centigrados

cm Centimetro

cm?® Centimetro cubico

CS Coliculo superior

DLPT Dorso-lateral da ponte
DMSO  Dimetil sulféxido

DV Dorso-ventral

EA Entrada nos bracos abertos

EPM Erro padréo da média

F Valor do teste de ANOVA

Fig Figura

F1 Fase 1

F2 Fase 2

fMRI Imagem de ressonancia magnética funcional
g Grama

G Gauge

GABA  Acido gama aminobutirico



GLI
GLIT1
GLU
GRD

HA966
HMD

[.LA.S.P.

I.p.
Ki
LCE
LPS
LTF
m/s
min
Met
MPE
ML
ml
mm
pl
um
Na2+
NacCl
NCN
NX
NMDA

nmoles

LISTA DE ABREVIATURAS (Continuagéo)

Glicina

Transportador de glicina 1
Glutamato

Ganglio da raiz dorsal

Hora
(x)-3-amino-1-hidroxi-2-pirrolidona
Nucleo hipotalamico dorsomedial
Organizacéao Internacional para o Estudo da dor
Intraperitoneal

Constante inibitoria

Labirinto em cruz elevado
Lipopolissacarideo bacteriano
Laténcia tail flick

Metros por Segundo

Minutos

Metisergida

Efeito maximo possivel
Meso-lateral

Mililitros

Milimetros

Microlitro

Micrémetro

fon sodio

Cloreto de sédio

Numero de comportamentos nociceptivos
Naloxona

N-metil-D Aspartato

Nanomoles



NO
NRM
PBN
PBNI
PBS
PC
PE
PET
PMD
r.p.m.
RVM
Sal
s.C.
SCP
SCPd
SCPdI
SCPdm
SCPI
SCPvVI

Sl
Sl
SNC
STR

TA
TEA
TEP

LISTA DE ABRE VIATURAS (Continuagéo)

Oxido nitric

Nucleo magno da rafe

Nucleo parabraquial

Nucleo parabraquial lateral

Salina tampéo fosfato

Computador pessoal

Polietileno

Tomografia por emissao de protons

Nucleo pré-mamilar dorsal

Rotac¢des por minuto

Bulbo rostral ventro-medial

Salina

Subcutanea

Substancia cinzenta periaquedutal

Substancia cinzenta periaquedutal dorsal
Substancia cinzenta periaquedutal dorso-lateral
Substancia cinzenta periaquedutal dorso-medial
Substancia cinzenta periaquedutal lateral
Substancia cinzenta periaquedutal ventro-lateral
Segundos

Area somatossensorial primaria

Area somatossensorial secundaria

Sistema nervoso central

Estricnina

Valor do teste t de Student

Tempo nos bracos abertos

Tentativas de entradas nos bracgos abertos

Tempo de elevacao da pata



LISTA DE ABREVIATURAS (Continuagéo)

VIP Polipeptideo intestinal vasoativo
VMH Nucleo hipotalamico ventro-medial

pmoles Picomoles



SUMARIO

N SI0] 51007V ISR 01
I I T = T T [t o o Lo P 01
1.2 MOAUIAGAO dA TOF.......ceeeeiiiiiiii e 05
1.3 Substancia cinzenta periaquedutal...............coooiiiiiiiiiii e 06
1.3.1 CONEXOES A SCP.....uuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 11
1.4 Vias descendentes modulatorias da dor............uuueeeiieeeiieiieeeeeenniinines 13
1.5 ESIESSE € QO ..ciiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e aeeanane e e as 15
1.6 SCPd, eStresse € NOCICEPGEO. ......ceeerriiiriiiiiiiiiiiitir e e et e et e e e e e e s e 16
2 OBUIETIVOS. ...ttt ettt sttt e e e e e ettt e e e e e e st ee e e e ennnbreeaaeeeaanns 19
2.1 ODJELIVO QeIaAl.....uuueiiiiii i e e 19
2.2 Objetivos SPECITICOS......cccii i e 19
3 MATERIAIS E METODOS. .....ooiiiiiiiiriaieieiiet et seeeene s 20
I I 011 1 =YL S PP PPPUPPPPPPPN 20
3.2 Cirurgia EStErEOIAXICA. ... ..uvurrrenrieesieeeeeeeeeeeeeeeie et s s s e e e e e e e aaaeaeaeeaeeenns 20
BB CANUIAS. ..ttt 22
3.4 Microinjegao intra-cerebral...........ccoooooiiiiiiiiiiii e 22
3.5 COMPOSLOS € SOIUGDES. ....ceeiiiieeeeiiieeiii ittt e e e e e 23
3.6 TEStES NOCICEPLIVOS. ...cceeiiieieeeeeeieiie e e e e e e e e e e en e e e e ae e 23
3.6.1 Incapacitacao articular induzida por formalina..............cccovvvvvvciiinnnnnn. 23
3.6.2 Teste de formalina Na Pata.............eeceiiiiiiieiieieiieeeee e 24
3.6.3 Teste do estimulo térmico quente na cauda (tail flick).............ccccceennn. 24
3.7 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)......cccccooeeeeviiiiiiiiiieeen, 25
3.8 Protocolo experimental...........ccooviiiiiieieeiiiicieee e 26
3.9 Confirmacao do sitio da microinje¢do intracerebral.............cccccvevvvvveennn. 29
3.10 ANAIISE EStatiSHICA. . .cviiieeieie e et 29
4 RESULTADOS. ... ..ttt et e e e st e e e e e e et ar e e e e e s annabeeeaeeeennseees 30
4.1 Efeito da glicina intra-SCPd no teste de incapacitacao articular induzida

[oTo] g (0] 1 4 F= 111 1 = VTSP 30
4.2 Efeito da glicina intra-SCPd no teste de formalina na pata...................... 35

4.3 Efeito da glicina intra-SCPd no teste do tail flick.............cccccoeeviiiiiiiinnnnnnn. 38



SUMARIO (Continuag&o)

4.4 Efeito do antagonista do receptor GLIa (Estricnina) intra-SCPd no teste
de incapacitacao articular induzida por formalina..............ccccceeeeiiiiiieeeieeeeenn. 41
4.5 Efeito do antagonista do receptor GLIa (Estricnina) intra-SCPd no teste
de fOrmalina NA PALA.........ueeiiiei e 43
4.6 Efeito do antagonista do receptor GLIa (Estricnina) intra-SCPd no teste
(o (o0 =Y 11 o] PP PSP 45
4.7 Efeito do antagonista do receptor GLIa (Estricnina) intra-SCPd no teste
do 1abirinto €M Cruz €leVadO..........iiii i 47
4.8 Efeito dos antagonistas do receptor GLIg-NMDA (7CL e HA) intra-
SCPd NOS trés testesS NOCICEPLIVOS. ... .ciieiieeeeeeie et e e e e e e e e e eeeeeenannees 49
4.9 Efeito do tratamento sistémico e intra-SCPd com naloxona no teste de
incapacitacao articular induzido por formalina..............coooviviiiiiiiiiiiinee, 53

4.10 Efeito do tratamento sistémico e intra-SCPd com metisergida no teste

de incapacitacao articular induzida pela formalina..............cccoovvviviiiiennnennn. 56
5 DISCUSSAD.......coueiieieieteseseseaeseseeteiets et seseseseeeeseseseeeses e asesesesenesesee e aeas 59
B CONCLUSAOD.......ceiiiiiiieiieieeeieteresees seeteeseeseesesese e s esees e e e esenenens 76
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooeoiieeeeees ettt 77
APENDICE A - Subunidades e mecanismo de acdo dos re  ceptores

NIMD A ettt e e e et e e e e et e e e e e e et e e e e e e e ra e e e e e e e anrarereaaaaaas 101
APENDICE B - Subunidades e mecanismo de ac¢do dos re  ceptores

I PSSP 102



1 INTRODUCAO

1.1 DOR E NOCICEPCAO

O sistema sensorial tem o papel de informar o cérebro sobre o estado dos
ambientes externo e interno do corpo. A dor, enquanto modalidade de percepcéo,
constitui um sistema de alarme cuja funcdo é proteger o organismo de uma leséo
tecidual, através da ativagdo de mecanismos que envolvem vias reflexas medulares
e supramedulares (DRAY, 1995; JULIUS e BASBAUM, 2001; Le BARS et al., 2001).

Assim, a dor, como a visdo, a audicdo, o tato e o olfato, € uma sensacgao
especifica, com estruturas especificas identificadas. H4 mais de um século,
Sherrington (1906) sugeriu a existéncia de nociceptores, representado por neurénios
sensoriais primarios, que sdo ativados por estimulos periféricos capazes de gerar
danos teciduais, transformando os estimulos iniciais em impulsos nervosos. Desta
forma, o calor, o frio, a pressao, a distensdo, os traumas, os estimulos quimicos,
dentre outros, podem, direta ou indiretamente, ativar os nociceptores (BESSOU e
PERL, 1969).

A dor pode ser modulada por uma série de experiéncias comportamentais,
pois ndo envolve somente a transmissdo do estimulo nocivo, mas também fatores
emocionais, genéticos, sociais, culturais, ambientais e cognitivos (MERSKEY, 1979;
RUSSO e BROSE, 1998; JULIUS e BASBAUM, 2001). Nem todo estimulo nocivo
que ativa 0s nociceptores resulta necessariamente em uma experiéncia dolorosa.
Além disso, estudos recentes mostram que uma experiéncia dolorosa também pode
ocorrer sem um estimulo nociceptivo primario (EISENBERGER et al., 2003;
DERBYSHIRE et al., 2004; SINGER et al., 2004; RAIJ et al., 2005). De forma que, a
relacdo entre a ativacdo dos nociceptores e a percepcdo da dor envolve um
complexo processamento através das vias sensoriais e, a natureza altamente
subjetiva da dor dificulta sua compreenséo, investigacao, controle e seu tratamento
clinico (BASBAUM e JESSEL, 2000).

Sendo assim, se faz necessaria a distingdo entre os termos dor e nocicepcao.
Nocicepcdo € um termo neurofisiolégico que se refere somente a percepcao

sensorial do sistema nervoso central (SNC), evocada pela ativacdo de receptores



sensoriais especializados (nociceptores) existentes no local do estimulo (FURST,
1999). Entretanto, a dor envolve fungbes cerebrocorticais com ativacdo dos
componentes discriminativo, afetivo-emocional, cognitivo e locomotor (RIEDEL e
NEECK, 2001). A dor é desta maneira, uma experiéncia altamente subjetiva, e
definida por Merskey (1979) como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial, ou descrito em termos
de tal dano”. Essa definicdo foi entdo adotada pela Organizacdo Internacional para o
Estudo da dor (I.LA.S.P.) e permanece até os dias atuais (LOESER e TREEDE,
2008).

Pelo fato de dor e nocicepcdo ndo serem sindnimos, tem se sugerido que
termos com o prefixo algesia (do grego algesis = sensibilidade a dor) como
hiperalgesia (aumento de sensibilidade a dor) e hipoalgesia (diminuicdo da
sensibilidade a dor) ou analgesia (sem dor), sejam substituidos, respectivamente,
por hipernocicepg¢ao, hiponocicepc¢do e antinocicepgéo, por serem mais apropriados
quando se trata de resultados obtidos a partir da avaliacdo da nocicepcdo em
modelos animais (PARADA et al., 2003; CUNHA et al., 2005; MARTINS et al., 2006).

A dor pode ser classificada de multiplas maneiras. Sob o ponto de vista de
duracdo, a sensacgdo dolorosa pode ser qualificada como do tipo transitoria , aguda
ou crénica . Tanto na dor transitdria como na aguda, a causa é bem definida e o
curso temporal de ambas é delimitado, podendo desaparecer antes mesmo da
remocao da causa ou reparo do dano tecidual. A diferenca entre as duas é a que na
dor transitdria, a ativacdo dos nociceptores acontece na auséncia de qualquer dano
tecidual e na dor aguda a lesdo no tecido tem que estar presente. Ao contrario, a dor
cronica é geralmente causada por lesbes ou doencgas que superam a capacidade de
recuperacdo do organismo, podendo persistir até mesmo apos o desaparecimento
do trauma inicial, estendendo-se por meses ou anos, perdendo seu carater protetor
e comprometendo a qualidade de vida do individuo (ASHBURN e STAATS, 1999;
LOESER e MELZACK, 1999; LOESER, 2003; SK@TT, 2003).

No que tange o conceito de localizacdo, a dor pode ser classificada em
somatica ou visceral dependendo da origem do estimulo nociceptivo. A dor
somatica ocorre quando o0s estimulos nociceptivos provém ou de estruturas
superficiais do corpo, como pele e tecido conjuntivo (dor somatica superficial ) ou

de estruturas mais profundas como o0ssos, articulagdes, musculos e tenddes (dor



somatica profunda ). A dor visceral, por sua vez, ocorre quando os estimulos que
vao produzir a sensacdo de dor provém de orgdos localizados no interior das
principais cavidades corporais como, por exemplo, coracdo, figado, pulmdes (para
revisao, ver RAJA et al., 2006).

Tanto no tecido superficial quanto no profundo, o sinal nociceptivo alcanca o
SNC devido a presenca de terminacdes nervosas livres (assim chamadas por nédo
serem equipadas com corpusculos ou 6rgdos) das fibras aferentes primarias, que
transmitem a informacdo dolorosa para os neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal (BASBAUM e JESSEL, 2000). Os corpos celulares das terminacdes
nervosa livres da regido da cabeca e do corpo localizam-se, respectivamente, no
trigémeo e no ganglio da raiz dorsal, e podem ser agrupados em trés categorias com
base em seus diametros, estruturas e velocidades de conducdo (JULIUS e
BASBAUM, 2001). As fibras C, que por serem amielinizadas sado as de conducao
mais lenta (0,5-2 m/s) e as de menor diametro (0,4-1,2 um). Na segunda categoria
encontram-se as fibras Ad, mielinizadas (2-6 um) e de velocidade intermediaria (12-
30 m/s). Finalmente, existem as fibras Aa e AB da terceira categoria, mielinizadas de
largo calibre e de conducéo rapida (10 um, 100 m/s), responsaveis pela informacao
proprioceptiva (toque leve e pressdo). A maioria das fiboras C é chamada de
nociceptor polimodal devido a sua habilidade de responder a estimulos nociceptivos
mecanicos (pressao dolorosa, distensao, corte tecidual), térmicos (calor ou frio) ou
quimicos. No entanto, sua ativacdo por estimulos mecanicos depende das
substancias quimicas liberadas como resultado da lesdo tecidual (DAVIS et al.,
1993). As fibras Ad, por sua vez, sdo conhecidas como mecanotermo nociceptores,
sdo responsivas as estimulacdes nociceptivas mecanicas e térmicas (JULIUS e
BASBAUM, 2001). As fibras Ad geram sensacfes de picada, pontiagudas, dor
aguda e bem localizada, enquanto as fibras C geram sensacdes de dor em
queimacgdo, mal localizada, difusa e continua (RAJA et al., 2006; JULIUS e
BASBAUM, 2001). As fibras AB, numa proporcdo substancial nos aferentes
sensoriais da pele, musculos, articulagbes e tenddes, geralmente sdo unimodais e
respondem a estimulos de baixa (JULIUS e BASBAUM, 2001), e de alta intensidade
(DJOUHRI e LAWSON, 2004). Estudos utilizando animais transgénicos em conjunto
com abordagens fisioldgicas, farmacologicas e bioquimicas, tém demonstrado a

participacdo das trés categorias de fibras sensoriais nos processos de dor



persistente (BESSON, 1999; URBAN e GEBHART, 1999).

Os nociceptores sdo equipados com moléculas sensoriais (receptores), para
diversas substancias algogénicas expressas na membrana plasmatica e que
traduzem o sinal externo em potenciais de acao. Estes por sua vez, sdo propagados
ao longo dos seus axbnios até seus corpos celulares no ganglio da raiz dorsal
(GRD), bem como ao corno dorsal da medula espinhal. Entretanto, 0os nociceptores
também podem exercer funcbes eferentes no tecido periférico através da liberacéo
de neuropetideos dos seus terminais sensoriais, entre eles; substancia P e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Desta maneira induzindo vasodilatacao,
extravasamento plasmatico e outros efeitos como, por exemplo; atracdo de
macrofagos ou degranulacdo de mastocitos. A inflamacdo produzida pelos
nociceptores € chamada de inflamacédo neurogénica (FOREMAN, 1987; LYNN,
1996).

No corno dorsal da medula espinhal, os nociceptores ativam sinapticamente
neurénios que ascendem (também chamados de fibras aferentes secundarias ou
neurbnios de projecdo) para estruturas supramedulares, através da liberacdo de
transmissores nociceptivos. Entre os varios candidatos a transmissores, podemos
destacar o glutamato, a substancia P, o CGRP, o polipeptideo intestinal vasoativo
(VIP) e a somatostatina, moléculas liberadas no corno dorsal apés ativacdo das
fioras C (para revisdo, ver YAKSH, 2006). Ap6s a sinapse medular, vias
ascendentes no trato espinotalamico ativam o sistema talamo-cortical que é o
responsavel pela consciéncia da sensacdo da dor. A sensacdo da dor € composta
por dois componentes, o primeiro € 0 aspecto sensorial-discriminativo, reflete a
andlise do estimulo nocivo em termos da sua localizacdo, duracéo e intensidade. E
produzido pelo sistema talamo-cortical lateral, que é formado pelos nucleos laterais
do talamo e areas somatosensorial primaria e secundaria (Sl e Sll) no giro pos-
central. O segundo componente da sensacdo da dor é o aspecto afetivo, isto é; o
estimulo nocivo € sentido como desagradavel e causa reacdes aversivas. Este
componente é produzido pelo sistema talamo-cortical medial, que consiste nos
nacleos central e medial do tdlamo, cértex cingulado anterior (ACC), insula e cortex
pré-frontal (TREEDE, 1999; BASBAUM e JESSEL, 2000).



1.2. MODULACAO DA DOR

Pelo fato da dor ser importante para a sobrevivéncia, torna-se indispensavel
sua regulacdo no SNC. Head e Holmes postularam influéncias modulatérias da dor e
propuseram que o talamo é o centro para a percep¢do da dor e que 0 neocortex, 0
centro da percepcao discriminativa, poderia interferir nas respostas do talamo aos
estimulos nocivos (HEAD e HOLMES, 1911). Mais tarde, em 1954, Hagbarth e Kerr
apresentaram as primeiras evidéncias diretas que o0s sitios supramedulares
controlariam as vias ascendentes (presumivelmente sensoriais), e Carpenter e
colaboradores (1965) demonstraram o controle descendente dos eferentes
sensoriais para vias ascendentes. No entanto, a existéncia de um sistema
modulatério especifico da dor s6 foi claramente articulada em 1965, na teoria de
controle do “portédo” da dor, proposta por Wall e Melzack. De acordo com essa teoria,
os interneurénios da lamina Il da medula espinhal (também chamada de substancia
gelatinosa) poderiam inibir ou facilitar os fluxos dos aferentes dentro do corno dorsal

antes deles evocarem a resposta e a percepc¢éao da dor.

As vias modulatorias da dor controlam a liberagdo de neurotransmissores dos
terminais nociceptivos das fibras aferentes primérias no corno dorsal da medula
espinhal. A ativacdo das vias descendentes inibitdérias bloqueia direta e
indiretamente os neurbnios de projecdo no corno dorsal. Diretamente, através de
seus eferentes serotoninérgicos e catecolaminérgicos (WESTLUND et al., 1990) e
indiretamente através ou da inibicdo dos interneurdnios excitatérios (LIGHT e
KAVOOKJIAN, 1988) ou da excitagdo dos interneurénios inibitorios os quais contém
neurotransmissores GABA (acido gama aminobutirico) e glicina (TODD et al., 1996).
Além desses, interneurbnios opioidérgicos também sdo ativados pelas vias
descendentes modulatérias e inibem tanto as fibras aferentes priméarias quanto nos
interneurdnios excitatérios (DUGGAN et al.,1976; BENNETT et al., 1979).

As vias descendentes modulatérias ndo exercem fungbes exclusivamente
inibitérias no corno dorsal. Existem evidéncias nas quais 0S mecanismos
descendentes facilitatorios apresentam acdes excitatrias tanto no terminal da fibra
aferente primaria, quanto na atividade intrinseca dos neurdnios do corno dorsal. As
vias descendentes inibitdrias e facilitatorias podem ser derivadas da mesma
estrutura supramedular (ALMEIDA et al., 1996).



Tem-se proposto que ambas as vias descendentes estdo ativas sob
condi¢cdes normais. No entanto, parece existir predominio de uma pequena parcela
de influéncia facilitatoria na transmisséo do sinal nociceptivo (KOVELOWSKY et al.,
2000; BEE e DICKENSON, 2007). O balanco entre o nivel de atividade nas vias
descendentes, facilitatérias e inibitorias, ndo é estatico, e aparece em um estado de
fluxo dindmico devido a influéncia de vérios fatores como a presenca de outros
estimulos somaticos e de fatores psicolégicos como excitacdo, atencéo, expectativa
e ansiedade (BEECHER, 1959; MELZACK e WALL, 1982; MARINO et al., 1989;
JANSSEN e ARTNZ, 1996; JAMES e HARDARDOTTIR, 2002). Tais fatores
desempenham um papel critico na determinacédo final da experiéncia da dor, uma
vez que decidem a inclinacdo desse balancgo entre os niveis de atividade nas vias de

controle descendente, em favor de um estado hiper ou hiponociceptivo.

Presumivelmente, os circuitos neuronais que modulam a dor existem porque a
habilidade de suprimir ou aumentar os reflexos nocifensivos e outras respostas
normalmente desencadeadas pelo estimulo nocivo aumentam as chances de
sobrevivéncia do individuo. Assim, por exemplo, a supresséo do reflexo nocifensivo
pode facilitar a fuga frente a uma ameaca, enquanto o0 aumento da dor na presenca
da leséo tecidual e da inflamagéao poderia promover recuperacéo e cura (WATKINS
et al., 1995).

1.3 SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL

As evidéncias de que o sistema descendente poderia seletivamente modular
a dor foram primeiramente colocadas apdés a descoberta da antinocicepcéo
produzida por estimulacéo elétrica focal do cérebro (REYNOLDS, 1969; MEYER et
al., 1971; MEYER e PRICE, 1976). A antinocicepcdo produzida pela estimulagcéo
elétrica € uma supressao altamente especifica das respostas comportamentais aos
estimulos nocivos induzida por estimulacdo de determinadas areas cerebrais. A
primeira antinocicep¢cdo produzida por estimulacdo elétrica foi evocada pela
estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal (SCP). Durante a antinocicepcao,
0S animais permanecem alerta e ativos, e suas respostas a maioria dos estimulos
ambientais estao inalteradas, no entanto, as respostas aos estimulos nocivos, como

orientacdo, vocalizacdo e fuga estdo ausentes. A analgesia produzida por



estimulacdo elétrica também pode ser produzida em humanos (para revisdo, ver
BOIVIE e MEYERSON, 1982; BASKIN et al., 1986). Em pacientes com dor crdnica,
a analgesia por estimulacéo elétrica € produzida sem evocar qualquer movimento ou
sensacao subjetiva consistente. Como em roedores, a analgesia por estimulacéo
elétrica é induzida por estimulagdo da SCP e por estruturas periventriculares mais

rostrais.

A descoberta do papel modulatério da dor da SCP foi um importante avanco
para 0 conhecimento dos mecanismos modulatérios da dor. Pesquisas
subsequentes demonstraram que a SCP é parte de um circuito do SNC que controla
a transmissao nociceptiva na medula espinhal (Fig.1) (FIELDS et al., 1991). Em
animais, a estimulacdo da SCP inibe reflexos provocados por estimulos nocivos
simples como o tail flick ou retirada de pata (BASBAUM e FIELDS, 1978, 1984).
Somado a isso, neurdnios nociceptivos na medula espinhal sdo seletivamente
inibidos pela estimulacdo da SCP (WATERS e LUMB, 1997) e lesdes no funiculo
dorso-lateral (feixe nervoso pelo qual se projetam as vias descendentes inibitérias da
dor oriundas do sistema SCP e do bulbo rostral ventro-medial) bloqueiam a inibic&o
tronco cerebral dos neurd6nios medulares nociceptivos e respostas reflexas
nocifensivas (RYAN et al., 1985).
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Figura 1. Sistema descendente modulatério da dor  com as principais conex &es
na substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e na reg ido rostral ventro-medial do
bulbo (RVM). Cértex cingulado anterior (ACC), insula e amigdala ativam projectes
descendentes diretamente ou via hipotalamo para a SCP. A SCP controla os neurbnios
nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal através de conexées no RVM e na
regido dorso-lateral da ponte (DLPT). O RVM contém ambas as células,
serotoninérgica e nao-serotoninérgica, as quais se projetam diretamente para o corno
dorsal; o DLPT projeta neurbnios noradrenérgicos para o RVM e para o corno dorsal. O
RVM exibe controle bidirecional sobre a transmissdo nociceptiva no corno dorsal da
medula espinhal. +/- indicam influéncias hiper e hiponociceptivas, respectivamente
(Modificado de TRACEY e MANTYH, 2007)



A SCP pode ser dividida em quatro colunas longitudinais que variam ao longo
do seu eixo rostro-caudal (Fig.a 2). Sao elas: dorso-lateral (dl), dorso-medial (dm),
lateral () e ventro-lateral (vl), que se diferem em caracteristicas imuno-
histoquimicas, densidade de receptores, conexbes e funcdes (BANDLER e
SHIPLEY, 1994; BANDLER e KEAY, 1996). Por exemplo, microinjecbes de
aminoacidos excitatorios nas colunas dorso-lateral e lateral da SCP produzem, em
ratos e gatos, aumento das respostas autondmicas e comportamentais
caracterizadas por taquicardia, hipertensdo, reacdes de “luta ou fuga” e
hiponocicepcdo ndo mediada por opidides (BANDLER et al., 2000). Por outro lado,
na coluna ventro-lateral da SCP, inje¢cbes de aminoacidos excitatérios evocam
respostas depressoras do tipo: bradicardia, hipotensdo, quiescéncia, hipoatividade,
juntamente com hiponocicepcao opioide dependente (BANDLER et al., 2000).
Alguns autores apontam o sistema serotoninérgico mediando a hiponocicepc¢éo
oriunda da estimulag&o quimica e elétrica da SCPd, uma vez que esta foi totalmente
bloqueada por antagonistas serotoninérgicos (JENSEN e YAKSH, 1984, NICHOLS
et al., 1889; COIMBRA e BRANDAO, 1997; BRANDAO et al., 1999).

Caudal
— Jﬁlf) 8\
L)

Figura 2. Desenho ilustrando a organizacéo das colunas na SCP ao longo do seu
eixo rostro-caudal. DM: dorso-medial; DL: dorso-lateral; L: lateral; VL: ventro-
lateral; DW: nucleo Darkschewitsch; EW: nucleo Edinger-Westphal; 1ll: nucleo
oculomotor; DR: rafe dorsal (Modificado de BANDLER et al., 1991).
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Pesquisas recentes tém identificado uma projecéo facilitatoria descendente da
SCP, que como o sistema descendente inibitério, conecta-se com o RVM. No
entanto, a projecdo produz efeitos hipernociceptivos por aumentar a transmissao
medular do sinal nociceptivo (HEINRICHER et al.,, 2004, GEBHART, 2004;
CARLSON et al., 2007; TILLU et al., 2008). O aumento da nocicepcdo através do
sistema SCP / RVM tem sido visto em modelos de neuropatia, na dependéndia de
opidides e na inflamacdo (PORRECA et al., 2002; REN e DUBNER, 2002;
HEINRICHER et al., 2003). Acredita-se que € a ativacdo sustentada desse sistema
descendente facilitatério que pode fundamentar alguns estados de dor cronica
(PORRECA et al., 2002; GEBHART, 2004; SUZUKI et al., 2004) e dor por lesdo de
nervo (PERTOVAARA, 2000; PORRECA et al., 2002; OSSIPQV et al., 2006). Assim,
esse sistema modulatorio descendente exerce controle bidirecional do
processamento nociceptivo. No entanto, as bases neuronais da facilitacdo

descendente tém recebido relativamente pouca atencao experimental.

Estudos com o RVM sugerem que a estimulacdo dessa por¢cao do bulbo é
capaz de exercer efeitos inibitérios e excitatorios sobre a nocicepcéo. Doses baixas
de estimulo elétrico ou baixas concentra¢des de agonista excitatorio no mesmo sitio,
induzem facilitacdo da nocicepcdo medular, enquanto doses altas inibem a
nocicepcao (ZHUO e GEBHART, 1992; URBAN e SMITH, 1993; URBAN e
GEBHART, 1997; ZHUO e GEBHART, 1997). Essas influéncias opostas sobre a
nocicepcado parecem envolver vias medulares anatomicamente distintas e sao
mediadas por diferentes receptores medulares. Por exemplo, a alta intensidade de
estimulacdo elétrica ou altas doses de glutamato e neurotensina no RVM inibem a
transmissdo nociceptiva medular via projecfes descendentes no funiculo dorso-
lateral e ativacdo de receptores colinérgicos e monoaminérgicos medulares. Ao
contréario, influéncias facilitatérias do RVM, produzidos por estimulacdo elétrica de
baixa intensidade ou doses baixas de glutamato e neurotensina, envolvem proje¢coes
descendentes no funiculo ventro-lateral e sdo mediados por receptores
serotoninérgicos e colecistocinérgicos (ZHUO e GEBHART, 1990; ZHUO e
GEBHART, 1991; ZHUO e GEBHART, 1992; URBAN e SMITH, 1996; URBAN e
GEBHART, 1997).

Dados sobre as vias descendentes ativadas pela estimulacdo da SCP sao

mais escassos, alguns estudos mostraram que a inibicdo dos neurdnios nociceptivos
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do corno dorsal produzida pela estimulagdo da SCP ¢é antagonizada pela
administracdo intratecal de antagonistas dos receptores serotonérgicos 5-HT; e 5-
HT3; bem como antagonistas dos receptores a, adrenérgicos (LIN, 1996; PENG et
al., 1996a, 1996b).

O entendimento dos mecanismos que fundamentam a facilitagcdo e a inibicao
da nocicepcdo e as condicbes sob as quais esses fendmenos tornam-se ativos
poderiam ter significantes implicagbes clinicas para o refinamento de terapias
analgésicas como, por exemplo, no combate as hiperalgesias induzidas pelo
estresse bem como os quadros de dor associados a processos crbnicos ou

neuropaticos.

As ferramentas de neuroimagem como, por exemplo, a tomografia por emissao
de proétons (PET) e imagem de ressonancia magnética funcional (fMRI) em humanos
e animais estdo auxiliando na descoberta de estruturas cerebrais envolvidas no
controle descendente da dor, uma vez que permite acessar, de forma nao invasiva, o
SNC (MOOROW et al., 1998; TRACEY et al., 2002; TRACEY e LANNETI, 2006).
Estudos iniciais tém mostrado que as estruturas do tronco encefalico estdo
envolvidas mais na facilitacdo do que na inibicdo da dor (TRACEY e DUNCKLEY,
2004).

1.3.1 Conexdes da SCP

Essa pequena area de substancia cinzenta mesencefalica que circunda o
canal cerebral (aqueduto de Sylvius) integra os eferentes do sistema limbico
prosencefalico e do diencéfalo com os eferentes nociceptivos ascendentes do corno
dorsal (BANDLER e KEAY, 1996). Existem projecfes diretas para a SCP de um
namero de areas do cortex pré-frontal medial, como o cortex cingulado anterior e

cortex insular.

A maior fonte de aferentes diencefalicos para a SCP é o hipotalamo
(BANDLER e KEAY, 1996) e a estimulacao elétrica ou a microinjecdo de opioides
em certas regides do hipotalamo produz analgesia (RHODES e LIEBSKIND, 1978;
MANNING et al., 1994; HOLDEN et al., 2002). De-Oliveira e colaboradores (2000),

através de estudos com inducao da proteina Fos, revelaram que a microinjecéo de
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doador de 6xido nitrico na SCPdI, ativa os seguintes nucleos hipotalamicos: anterior
(AHN), ventro-medial (VMH) e o pré-mamilar dorsal (PMD). A SCPdl projeta
neurdnios para nucleos hipotalamicos relacionados com as respostas de defesa, o
AHN e o nudcleo hipotalamico dorso-medial (HMD)(CAMERON et al., 1995).
Evidéncias sugerem que o AHN é o principal nacleo ativado apoOs estimulagédo
somatica nociva e que a SCPdI é a estrutura responsével por coordenar as funcdes
autondmicas e sensoriais em resposta a esses eferentes nociceptivos oriundos dos
diferentes dominios periféricos (PARRY et al., 2002).

A amigdala, a qual recebe muitos eferentes do hipotadlamo e neocortex, é
outra importante fonte de eferentes para a SCP (AGGLETON, 1986). Essa estrutura
limbica desempenha um papel chave na emocionalidade, na avaliagdo emocional do
estimulo sensorial, no aprendizado emocional, na memdria e nos disturbios afetivos
como ansiedade e depressao. E formada por diversos nucleos, sendo que o central
(CeA) é o que atua tanto na resposta afetiva-emocional quanto na modulacéo da dor
(para revisdo ver, NEUGEBAUER, 2004). Aferentes corticais projetam-se para a o
nacleo basolateral da amigdala o qual se projeta para o nucleo central, que por sua
vez apresenta densas projecdes para a SCP (RIZVI et al., 1991). O CeA também
recebe eferentes nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal, direta ou
indiretamente através do nucleo parabraquial (GAURIAU e BERNARD, 2002). A
analgesia resultante da estimulacéo elétrica do CeA € bloqueada pela inativacéo
com lidocaina ou injecdo de antagonistas opioides, serotonérgicos e [3-adrenérgicos
na SCP (PAVLOVIC et al., 1996; HELMSTETTER et al., 1998). Por outro lado, a
inativacdo do CeA nao altera a hiponocicepgdo sobre o estimulo térmico na cauda
(teste do tail flick) apos a estimulacéo elétrica da SCP (OLIVEIRA e PRADO, 2001).
A amigdala e a SCP apresentam conexdes diretas e reciprocas, e ambos eferentes

e aferentes da amigdala e a SCP envolvem preferencialmente a SCPvI.

O ndcleo acumbens, localizado no estriado ventromedial, também esta
implicado na modulacdo da dor (GEAR et al.,, 1999). O nucleo acumbens recebe
importantes projecbes da amigdala basolateral e embora ndo se conecte
diretamente com SCP, projeta neurénios para o hipotalamo lateral e para amigdala,

0S quais entao se projetam para a SCP.

No tronco encefalico, a SCP projeta-se predominantemente para a regiao

rostral ventro-medial do bulbo (RVM), o qual inclui o nicleo magno da rafe (NRM)
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bem como os nudcleos gigantocelulares reticulares pars alfa e paragingantocelular
lateral (FIELDS et al., 1991). Assim como na SCP, estimulacdo elétrica ou
microinjecdo de aminoacidos excitatorios ou opidides no RVM, também produz
hiponocicepcdo e inibe a resposta do corno dorsal aos estimulos dolorosos
(BASBAUM e FIELDS, 1984; FIELDS et al., 1991). Sugere-se gque a conexdo SCP-
RVM seja a mais importante para a modulacdo da dor. Lesdes anatbmicas,
inativacdo com lidocaina ou ainda microinjecdo dos antagonistas dos aminoacidos
excitatérios no RVM abolem a analgesia da SCP (BEHBEHANI e FIELDS, 1979;
AIMONE e GEBHART, 1986). Os neurbnios glutamatérgicos, serotoninérgicos e
neurotensinérgicos da SCP sdo os que participam da ativagdo do RVM (para
revisao, ver MILLAN, 2002).

A SCPdI parece nao apresentar conexdes diretas com o RVM e sim, com a
regido dorso-lateral da ponte (DLPT), a qual, através de neurdnios
catecolaminérgicos, se conecta com o RVM. O DLPT, que também apresenta
participacdo na modulacdo da dor, € formado pelos nucleos cuneiforme,
subcoerulear, parabraquial e nucleos noradrenérgicos (locus coeruleus, As e A7)
(para revisao, ver FIELDS e BASBAUM, 1999). Além da DLPT, a SCPdI projeta-se
também para regido ventro-lateral do bulbo (grupo de células noradrenérgicas -Ab),
ambas areas implicadas no controle autonémico (CAMERON et al., 1995).

1.4 VIAS DESCENDENTES MODULATORIAS DA DOR

A observacgédo, em diferentes trabalhos de, que a estimulacéo elétrica do RVM
poderia produzir inibicdo ou facilitacdo do processamento nociceptivo no corno
dorsal da medula espinhal (GEBHART, 1992) direcionou a caracterizagao fisiologica
individual dos neur6nios do RVM. Entre os varios tipos de células do RVM, aquelas
que exibiam uma resposta excitatéria a estimulacdo nociva imediatamente antes do
reflexo de retirada nociceptivo (células ON) parecem ter um papel facilitatorio,
engquanto, aquelas que exibiam uma resposta inibitoria a estimulacéo nociva (células
OFF) parecem ter um papel inibitério da dor (FIELDS et al., 2006). Um terceiro tipo
de célula do RVM, que ndo responde a estimulagédo nociva (célula neutra), ndo tem
um papel claro, embora seja proposto que estas células contribuam para a

modulacao tbnica de varios processos medulares incluindo a nocicepcdo (MASON,
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2006). Uma proporcao significante dos neurdnios de cada uma dessas classes €&
projetada para a medula espinhal. Essas laminas sao alvos dos aferentes
nociceptivos primarios e seus neurbnios constituintes respondem intensamente a
estimulacdo nociva (WILLIS e COGGESHALL, 1991). Ambas as células respondem
as manipulagcbes da SCP que produzem analgesia, 0 que indica que estas células
poderiam ser responsaveis pela influéncia descendente da SCP na nocicepcao.

As células OFF exercem um efeito inibitdrio na nocicep¢édo, uma vez que sua
ativacdo é suficiente para produzir hiponocicepcado (HEINRICHER et al., 1994) e é
requerida para as acdes hiponociceptivas dos opidides. Por outro lado, as células
ON exercem efeito facilitatério na nocicepcdo, uma vez que o aumento dos seus
disparos foi associado com aumento da nocicepcdo em varios paradigmas
(HEINRICHER et al., 1989; RAMIREZ e VANEGAS, 1989; BEDERSON et al., 1990;
FOO e MASON, 2003). Adicionalmente, a ativacdo seletiva das células ON produz
hipernocicepcdo em ratos levemente anestesiados (NEUBERT et al.,, 2004).
Neurdnios na SCP e na DLPT podem ser divididos nas mesmas trés classes de
células: ON, OFF e neutras (HAWS et al., 1989), 0 que sugere mecanismos neurais

comuns para a modulacdo da dor existente no bulbo, na ponte e no mesencéfalo.

Microinje¢ces de morfina na SCP produzem hiponocicepcdo através da
inibicdo de neurdnios GABAérgicos, assim levando a desinibicdo dos neurdnios
aferentes da SCP para o RVM (VAUGHAN e CHRISTIE, 1997; VAUGHAN et al.,
1997). Quando a morfina ou outro agonista dos receptores p-opioides € dado na
SCP ou no RVM, as células OFF séo ativadas, as células ON inibidas e as células
neutras ndo sao afetadas (HEINRICHER et al., 1994; FIELDS, 2004). Desta forma,
tem-se sugerido que os aferentes da SCP para o RVM produzem hiponocicepc¢ao
através da ativacdo das OFF e/ou inibicdo das ON (TORTORICCI e MORGAN,
2002). Recentemente, Morgan e colaboradores (2008) demonstraram, através de
estudos eletrofisiol6gicos e imuno-histoquimicos, que os aferentes da SCP para o
RVM (os derivados da coluna ventro-lateral) realizam sinapse direta tanto com as
células ON guanto com as OFF as quais se projetam diretamente para a medula
espinhal. Essas projecdes da SCP incluem as GABAérgicas para células ON
GABAérgicas e projecbes ndo-GABAérgicas (possivelmente glutamatérgicas) para
células OFF também GABAEérgicas.

Todos os neurbnios serotoninérgicos do RVM, o correspondente a 20% do
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total de neurbnios dessa estrutura (MOORE, 1981), foram identificados como células
neutras (POTREBIC et al., 1994; GAO e MASON, 2000) e nao sao afetados nem por
opidides e nem por estimulacao elétrica da SCP (GAO et al., 1997, 1998). Embora
nao haja evidéncias do envolvimento dessas células com a modulacédo da dor, ha
uma literatura extensa indicando a serotonina na modulagdo descendente da
transmissdo da dor (para revisdo, ver Le BARS, 1988). Como 0s neurdnios
serotoninérgicos do RVM apresentam disparos tonicos e representam a unica fonte
da serotonina no corno dorsal, tem-se proposto que o RVM libera tonicamente
serotonina no corno dorsal, modulando a acdo de outros sistemas descendentes
(MASON, 1997; MASON e GAO, 1998). Somado a isso, a atividade dos neurdnios
serotonérgicos é determinada pelo estado comportamental do animal, como por
exemplo, nivel de alerta ou estagio de sono (FORNAL et al.,, 1985). Um exemplo
particular € o ciclo vicioso que ocorre entre insénia e dor persistente, onde a insbnia

exacerba a dor reportada e vice-versa (para revisdo, ver FOO e MASON, 2003).

1.5 ESTRESSE E DOR

Como ja vimos, a ansiedade é um dos varios fatores que pode influenciar a
percepcdo da dor (JAMES e HARDARDOTTIR, 2002). De uma maneira geral,
define-se ansiedade como a emocéao relacionada ao comportamento de avaliacédo de
risco, quando a atencdo do animal € focalizada ao objeto, ou ao ambiente
potencialmente ameagador (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988).

Estudos com pacientes humanos mostram que o estado de ansiedade é
capaz de aumentar tanto a dor aguda (MEAGHER et al., 2001; MARCHAND e
ARSENAULT, 2002; VILLEMURE et al.,, 2003) quanto crbnica (CORNWALL e
DONDERI, 1988; JONES et al., 2003; VICKERS e BOOCOCK, 2005; CHRISTIE e
MOORE, 2005). Outras pesquisas também mostram que o0 uso de técnicas que
reduzem a ansiedade (isto €; técnicas ansioliticas) como acupuntura, massagem,
meditacdo, e hipnose (ANBAR e GEISLER, 2005; DENG e CASSILETH, 2005), ou
ainda a terapéutica com farmacos ansioliticos ajudam a controlar a dor (JANSSEN e
ARNTZ, 1999).

Experimentos usando modelos animais reforcam a influéncia da ansiedade na

nocicepcao. No entanto, os resultados sédo bastante conflitantes. Em alguns estudos,
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a diminuicdo da ansiedade através do uso de farmacos ansioliticos resultou em
efeito hiponociceptivo moderado (ZAMBOTTI et al., 1991; PANG et al., 2001,
MARTINS et al., 2006), nenhum efeito (PALAOGLU e AYHAN, 1986; TONUSSI e
FERREIRA, 1992; GATCH, 1999) e até mesmo efeito hipernociceptivo (TATSUO et
al., 1999). Farmacos ansiogénicos (que aumentam a ansiedade) tém mostrado que
podem ou nado ter efeito (MARTINS et al., 2006) ou também induzirem
hiponocicepcdo (SHANNOM e LUTZ, 2000; VELAZQUEZ et al., 2006). As
inconsisténcias ainda se estendem para os estudos envolvendo testes os quais
produzem estresse nos animais. Por exemplo, a exposi¢cao dos animais a diferentes
situacdes estressantes (como: conflito social, teste do labirinto em cruz elevado,
exposicdo a novidade, nado forcado, entre outros) para alguns autores causa
hiponocicepcéo (TESKEY et al., 1984; RODGERS e RANDALL, 1987; KAVALIERS e
INNES, 1988; RODGERS e SHEPHERD, 1989; RODGERS et al.,, 1992; LEE e
RODGERS, 1992; HELMSTETTER, 1993; BELLGOWAN e HELMSTETTER, 1996;
NUNES-DE-SOUZA et al, 2000; TERSHNER e HELMSTETTER, 2000;
VENDRUSCOLO et al., 2004), para outros, hipernocicepcéo (VIDAL e JACOB, 1982;
JORUM, 1989; QUINTERO et al., 2000; ANDRE et al., 2005, GAMEIRO et al., 2006;
GEERSE et al., 2006). Uma possivel explicacdo para as diferencas encontradas
nesses estudos pode ser devido as diferentes intensidades dos estimulos
estressantes e também ao tipo de estimulo nociceptivo empregado. Uma vez que,
quando o teste nociceptivo é a fonte de maior ansiedade para o animal,
manipulagbes para aumentar a ansiedade devem aumentar a nocicepgdo. Ao
contario, quando o teste nociceptivo tem menor potencial ansiogénico, situacdes
ansiogénicas devem diminuir a nocicepcao (BUSHNELL et al., 1985; MIRON et al.,
1989; ARNTZ et al., 1994; RHUDY e MEAGHER 2000; PLOGHAUS et al., 2003).

1.6 SCPd, ESTRESSE E NOCICEPCAQO

A SCPd é um importante sitio neuronal que regula varias funcdes fisiologicas
relacionadas as reagfes comportamentais de defesa, incluindo comportamentos de
aversao/ansiedade e a dor, como ja foi mencionado (BANDLER e CARRIVE 1988;
BLANCHARD e BLANCHARD, 1988, 1989; LOVICK et al., 1996; CAROBREZ ET
AL., 2001; BITTENCOURT et al., 2004). De fato, a estimulacdo elétrica ou

glutamatérgica da SCPd tem a possibilidade de causar comportamentos intensos de
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defesa como sobressaltos, corridas e vocalizagdo, acompanhados geralmente por
hiponocicepcdo n&o-opidide (JACQUET, 1988; JENSEN e YAKSH, 1992; MORGAN
e FRANKLIN, 1988). No entanto, os comportamentos apresentados pelos animais
sao desproporcionais ao estimulo externo e muitas vezes estereotipados. Por outro
lado, a aplicacdo de antagonistas do glutamato na SCPd apresenta efeito anti-
aversivo em modelos de estresse (MATHEUS et al., 1994; DE-SOUZA et al., 1998).
O que sugere que situacdes aversivas ativam a neurotransmissao glutamatérgica
nessa regido, que por sua vez da origem as repostas autonbmicas e
comportamentais ajustadas ao estimulo. Além disso, a microinjecdo de glicina na
SCPd induziu hipernocicep¢do em modelo de nocicepgao persistente e inescapavel
e, em concetracdo maior, hiponocicepcdo em modelo de nocicepcao escapavel
(MARTINS, 2005). A aplicacdo de glicina na SCPd também evoca reacdes de
aversdo muito mais sutis, detectadas pela reducdo na exploracdo dos
compartimentos abertos nos testes do labirinto em cruz elevado e labirinto em T
elevado (SCHMITT et al., 1995; TEIXEIRA et al., 1997; DE-SOUZA et al., 1998;
SANTOS et al., 2006). Tanto o efeito hiponociceptivo, como o efeito ansiogénico
produzido pela glicina foram revertidos por antagonistas do sitio GLIg do receptor
NMDA glutamatérgico (TEIXEIRA et al., 1997; DE-SOUZA et al., 1998; MARTINS,
2006). A glicina age neste sitio em receptores NMDA como co-agonista do glutamato
(JOHNSON e ASCHER, 1987; BOURNE e NICOLL, 1993; YONEDA e OGITA, 1991)
(para mais detalhes sobre o receptor NMDA, ver apéndice A), o que deve aumentar
a transmissdo glutamatérgica por este receptor, sem aumentar sua acdo em
receptores ndo-NMDA, como ocorre quando se aplicam agonistas glutamatérgicos.
No entanto, a SCPd também apresenta receptores de glicina sensiveis a estricnina,
ou GLIA (Betz, 1991; FUJITA et al., 1991; FUJIWARA et al., 1998) hiperpolarizantes
da membrana neuronal (para mais detalhes sobre o receptor GLIa, ver apéndice B).
Na SCP, a ativagdo dos receptores GLIa inibe a despolarizagcdo evocada pelo
glutamato e reprime os disparos neuronais que formam parte das vias descendentes
que controlam a dor (MIN et al., 1996; ONAKA et al., 1996). Porém pouco se sabe
sobre os efeitos da ativacdo destes receptores na resposta de aversdo e de
nocicepcao, e é possivel que os efeitos da glicina até agora observados possam ser
devidos a uma combinacéo de acdes nos receptores GLIa e GLlIg.

Esses achados reforcam o papel da SCPd ativando respostas

comportamentais de aversdo e hiponocicep¢do, porém sugerem que esta regido



18

também pode aumentar a nocicep¢ao. No entanto, os estudos mostrando os efeitos
modulatorios da SCPd na nocicep¢do ndo tém levado em conta 0 aspecto
aversivo/ansiogénico do modelo nociceptivo em si. O que nos leva a questionar se o
modelo nociceptivo empregado pode determinar que tipo de influéncia modulatoria,
hiper ou hiponociceptiva, a SCPd pode ter. Como a estimulagdo progressiva da
SCPd parece modificar proporcionalmente o valor aversivo de estimulos externos
(SCHMITT et al., 1995; TEIXEIRA et al., 1997; DE-SOUZA et al., 1998; SANTOS et
al., 2006), a hipdtese do presente trabalho € que a ativacdo dessa estrutura com
glicina em diferentes modelos comportamentais de nocicepcdo, com diferentes
caracteristicas aversivas, poderia ajudar a compreender como o0 SNC escolhe entre

a facilitacédo ou a inibicdo da nocicepcdo em situacdes de estresse.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar se diferentes modelos nociceptivos podem determinar qual o tipo de
influéncia modulatoéria, hiper ou hiponociceptiva, seria ativada pela estimulacdo da

SCPd com glicina.

2.2 Objetivos especificos

[) Identificar quais sdo as doses de glicina aplicada na SCPd capazes de
induzir efeitos na nocicepcdo no teste de incapacitacao articular induzida
por formalina, no teste de formalina na pata e no teste de estimulo térmico
guente na cauda,;

II) Investigar qual (is) é (sd@o) o(s) receptore(s) envolvido(s) nos efeitos da
glicina nos trés testes de nociceptivos, através do uso do antagonista
seletivo para GLIa (estricnina) e dos antagonistas do GLlg, 0 (+/-)-3-amino-
1-hidroxi-2-pirrolidona ou HA-966), e o acido 7-cloroquinurénico,
microinjetados com glicina no mesmo sitio na SCPd;

[1I) Avaliar o efeito do antagonista dos receptores GLlI (estricnina) no teste do
labirinto em cruz elevado.

IV) Identificar se os efeitos induzidos pela injecdo de glicina na SCPd
apresentam mediacdo opidide ou serotoninérgica, através da aplicacédo
sistémica e intra-SCPd de antagonista dos receptores p-opiodide (naloxona)

e dos receptores 5HT; e 5HT, da serotonina (metisergida).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o guia ético da
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1995), e aprovados pelo
Comité de Etica local de Pesquisa animal (Proc. N°: 23080.032820/2003-74).

Utilizaram-se ratos Wistar machos com = 3 meses de idade e com peso
corporal variando de 250-350 g. Os animais foram criados pelo biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e ap6s periodo de
aproximadamente 21 dias, encaminhados ao biotério do laboratério de Neurobiologia
da Nocicepcdo do Departamento de Farmacologia desta instituicdo. Os animais
permaneceram alojados em caixas plasticas em grupos de 06, com livre acesso a
agua e a comida. Aos 60 dias de idade, receberam tratamento preventivo para as
endo e ectoparasitoses (Albendazole 10% e Fipronil, respectivamente). Controlou-se

ainda, temperatura (22 + 1° C) e ciclo de luz claro/escuro (de 12 h).

3.2 Cirurgia estereotaxica

A neurocirurgia estereotaxica fundamenta-se no deslocamento tridimensional
de um ponto, obedecendo coordenadas determinadas, e que permite a projecéo
espacial deste ponto, e a localizacdo precisa de qualquer estrutura por ele
representada. E usada quando se deseja atuar especificadamente sobre uma
determinada estrutura encefalica. Para isso, a cirurgia é realizada com auxilio de um
aparelho estereotaxico.

Os ratos foram primeiramente anestesiados por via intra-peritoneal (0,1
ml/100 g de rato) com uma solucdo 1:1 de cetamina (Dopalem®) e xilazina
(Dopaser®). Ap6s a perda do reflexo algico (que foi verificado pela presséo da pata
do animal), os ratos tiveram a regido superior da cabeca tricotomizada e em seguida
foram posicionados no aparelho estereotaxico e fixados tanto pelas barras
auriculares colocadas nos meatos auditivos, quanto pela presilha nasal, que prende
0S incisivos e 0 0sso nasal. Apds assepsia com solucao de alcool iodado, injetou-se

subcutaneamente lidocaina a 3% (com vasoconstritor) na regido dorsal da cabeca,
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com a finalidade de se promover além de uma anestesia local, reducdo do
extravasamento sanglineo durante o procedimento cirargico. Em seguida, fez-se a
incisdo da pele e remocédo do tecido subcutaneo para se visualizar 0os pontos
cranianos de referéncia: bregma e lambda. Apds a exposicéo da superficie craniana,
2 parafusos foram colocados, um em cada o0sso parietal, a fim de proporcionar
melhor aderéncia do acrilico odontolégico derramado sobre toda superficie craniana
exposta no final da cirurgia. Em seguida, a horizontalidade do cranio foi verificada e
corrigida através do ajuste das coordenadas do lambda e do bregma, de forma que
tais pontos ficassem em um mesmo plano. Depois de corrigida a inclinagéo, a partir
do bregma, a torre do estereotdxico com a cénula-guia foi deslocada conforme as

coordenadas tridimensionais da SCPd* (Tabela 1).

Tabela 1. Coordenadas de microinjecao para a SCPd

Local A.P. (mm) M.L. (mm) D.V. (mm)

SCPd -7,6 mm +1,9 -2,0

A.P.: Antero-posterior, M.L.: Meso-lateral, D.V.: Dorso-ventral.

As coordenadas AP e ML foram calculadas a partir do bregma (ponto zero) e
DV, a partir da superficie externa do 0sso craniano, em angulo de 22°. No ponto
tridimensional achado, perfurou-se a calota craniana (com auxilio de uma broca
odontoldgica) para a implantacdo da canula guia. Por fim, despejou-se o acrilico
auto-polimerizavel que se solidifica rapidamente, agregando todas as pecas e
impedindo o deslocamento da canula-guia.

ApOs o procedimento cirdrgico, 0s animais receberam injecdo intramuscular
(0,2 ml/rato) de antibiético (Pentabiético Veterinario®). Em seguida, foram colocados
em grupos de 3 ou 4, em gaiolas plasticas com serragem limpa e mantidos em
ambiente silencioso e aquecido até completa restabilizacdo da consciéncia. Esses
animais implantados foram utilizados para experimentos apés um periodo minimo de
recuperacdo de sete dias. Durante o periodo de recuperagdo, os mesmos foram
observados quanto a manifestacéo de dor (reducédo do consumo de racéo e agua),
além de sinais de sangramento no local da cirurgia, infec¢do, distensdo abdominal,

entre outros paramet

! As coordenadas foram calculadas a partir do Atlas Paxinos e Watson (1998).
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3.3 Canulas

As céanulas-guias implantadas a fim de viabilizar as microinjecées na SCPd
foram confeccionadas no laboratério a partir de agulhas hipodérmicas descartaveis
25,0 x 7,0 mm. Com auxilio do paquimetro (Mitutoyo" - Brasil) as canulas foram

cortadas no comprimento de 13 mm.

3.4 Microinjecao intracerebral

Foram utilizadas agulhas de 16,25 mm e 0,3 mm de diametro (confeccionadas
a partir de agulhas gengivais), conectadas por um tubo de polietileno (PE10) a
microseringa (Hamilton"- 5,0 pl). A microseringa foi preenchida com agua destilada e
com a solucéo a ser injetada, separadas por uma bolha de ar. O deslocamento desta
bolha representava o volume da solucdo microinjetada. A agulha possuia 3,25 mm a
mais da canula-guia de maneira que as drogas fossem realmente microinjetadas na
SCPd.

Para a microinjecdo, o animal foi imobilizado com um pano e a canula foi
cuidadosamente desobstruida com auxilio de uma lima odontolégica (13 mm).
Posteriormente, a agulha foi introduzida através da canula e injetou-se 0,3 pl da
solucédo, durante 60 s. Em seguida, o animal foi recolado em sua caixa onde

permaneceu por 5 min, até ser submetido ao teste experimental.

3.5 Compostos e solucdes

Para a realizacdo dos experimentos desse estudo, 0s seguintes compostos
foram utilizados: 1) Glicina (Sigma, EUA); 2) (+/-)-3-amino-1-hidroxi-2-pirrolidona
(HA-966; Sigma, EUA); 3) Estricnina (Tocris, EUA), dissolvidos em solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS); 4) Acido 7 Cloroquinurénico (RBI, EUA), dissolvido
em dimetil sulfoxido (DMSO), ndo excedendo 5% do volume total em PBS; 5)
Naloxona (Sigma, EUA) e 6) Metisergida (Sigma, EUA) dissolvidos em PBS para

aplicacéo intra-cerebral ou solucgéo fisiolégica para aplicacdo subcutanea; 7) Azul de
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Evans (Vetec, Brasil) dissolvido em agua destilada para a colora¢do dos sitios das
microinjecdes. Os controles receberam os respectivos veiculos de cada composto.

Nos testes com formalina foi utilizado Formaldeido 37% (Merck AG, Germany)
diluida a 2% com solucao fisiolégica (0,9%), considerando a concentracao inicial
como 100%.

3.6 Testes nociceptivos

Foram utilizados trés testes nociceptivos em grupos independentes de
animais: o teste de incapacitagdo articular induzido por formalina, o teste de
formalina aplicada na pata e o teste de estimulo térmico quente na cauda (tail flick).

3.6.1 Incapacitacéo articular induzida por formalin  a

O modelo de incapacitacdo articular foi desenvolvido Tonussi e Ferreira
(1992) e, posteriormente, Martins e colaboradores, (2006) adaptaram-no para o
estudo de nocicepgao tonica em ratos. O equipamento consiste de um cilindro (30
cm de diametro) revestido por malha de aco inox (2 mm), com separadores 0s quais
formam 3 trilhas de 10 cm sobre ele. S&o adaptadas as patas traseiras de cada rato,
sapatilhas metalicas confeccionadas em folha de flandres. Uma das sapatilhas fica
conectada, por fios de ago, a porta paralela de um microcomputador PC compativel.

Os animais sao colocados no topo do cilindro em rotacdo (3 rpm), para forca-
los a caminhar. Através do eletrodo conectado a sapatilha da pata estudada, o
computador registra o tempo total que esta pata se eleva durante um periodo de 60
Ss. A este registro denominamos de Tempo de Elevagdo da Pata (TEP).
Normalmente, os animais controles apresentam um TEP de aproximadamente 10 s.
A administracdo de substancias algogénicas dentro dos joelhos desses animais
provoca um aumento desse parametro. Neste trabalho, a incapacitagao articular foi
induzida no joelho direito dos animais através da aplicacdo de uma solucédo de
formalina a 2% (50 pl). A concentracdo de formalina foi baseada em um estudo
anterior (MARTINS et al.,, 2006) no qual demonstrou ser essa a ideal para induzir
uma resposta comportamental subméaxima, a fim de se permitir detectar aumento ou

diminuicdo nas respostas. Um dia antes dos testes, as gaiolas com os animais foram
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colocadas por 1 h na sala de experimentos para ambientacdo. Em seguida, os
animais foram treinados no modelo e apds um breve periodo de adaptacdo (15 min
por animal), registraram-se os valores basais (TEP sem a formalina intra-articular).
Outro tipo de avaliacéo foi conduzida com alguns animais apés a injecao de
formalina intra-articular. Nessa, 0s animais, imediatamente apés receberem
formalina a 2% (50 pl) no joelho direito, eram colocados em caixas de observagao
(descrita com detalhes logo abaixo). Registrou-se, a cada bloco de 5 min durante 60
min, o numero total de comportamentos nociceptivos (NCN) entre eles: retiradas

e/ou erguidas (3 s de permanéncia) da pata injetada.

3.6.2 Teste de formalina na pata

O outro teste de formalina utilizado foi o teste descrito por DUBUISSON e
DENNIS (1977). A ambientacdo foi realizada 24 h antes do teste e consistia da
colocacdo individual dos animais na caixa de observacdo por um periodo
aproximado de 20 min. A caixa de observacdo é de acrilico transparente, medindo
29 cm de largura, altura e profundidade. Para facilitar a avaliagdo da pata do animal,
adicionaram-se espelhos, angulados em aproximadamente 45°nas laterais e atras.
No dia do experimento, imediatamente apds a injecao subcutanea de formalina a 2%
(50 ul) na superficie plantar da pata direita traseira, os animais foram transferidos
para dentro da caixa de observagdo para a avaliagdo e registro das respostas
comportamentais nociceptivas. A concentracdo de formalina considerada foi a
mesma aplicada no teste de incapacitacao articular. Registrou-se a cada bloco de 5
min, durante 60 min, o nimero total de comportamentos nociceptivos (NCN) entre
eles: chacoalhadas, lambidas, mordidas, retiradas e/ou erguidas (3 s de
permanéncia) da pata injetada.

3.6.3 Teste de estimulo térmico quente na cauda ( tail flick )

O teste utilizado é conhecido como teste do tail flick, descrito ha mais de 60
anos (D’AMOUR e SMITH, 1941) e ainda amplamente utilizado como teste de
nocicepcdo em ratos e camundongos. E um teste relativamente simples, n&o

invasivo, e que € constituido por um aparelho que aplica um feixe de luz radiante o
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qgual provoca o aguecimento e a retirada da cauda através de um movimento breve e
vigoroso (tail flick). O tempo de reacdo deste movimento foi registrado denominado
de Laténcia Tail Flick (LTF). As LTFs (em segundos) foram avaliadas a cada 5 min,
durante 60 min.

Para a realizagdo deste teste, os animais sao posicionados sobre a
plataforma do aparelho de maneira que a cauda (aproximadamente a 1 cm da ponta
no sentido proximal) fiqgue em cima do foco de luz. O aparelho fica programado para
emitir um foco de luz de 25 W de poténcia bem como, para cessar a sua emissao
aos 21 s (“cut-off”) evitando assim qualquer dano tecidual. O aguecimento da cauda
ocorre de maneira lenta, uma vez que as LTFs basais ficam entre de 5-7 s (Le
BARS, 2001). O registro da LTF basal era repetido por mais 2 vezes com intervalo
de £ 15 min entre eles, e a média das trés LTFs representava o valor basal. A sala
de experimento teve temperatura controlada em 23 + 1 °C durante a ambientacao, o
treino e a realizacdo do teste.

Um dia antes dos testes, treinou-se 0s animais no modelo, isto €, foram
colocados individualmente em cima da plataforma e, ap6s um periodo de 5 min,
aplicou-se o estimulo térmico quente na cauda para a registro das LTFs basais.

A porcentagem de efeito maximo possivel também foi representada na forma

de média + erro padrdao da média e calculada seguindo-se a formula que segue:

LT, - LTF
% MPE= "aé*"f - e 100
-0

3.7 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Esse teste comportamental foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e
posteriormente validado através de estudos comportamentais, fisiologicos e
farmacoldgicos por Pellow e colaboradores (1985). O modelo do LCE baseia-se no
comportamento exploratério espontaneo de roedores em um ambiente com dois
niveis de maior (bracos abertos) ou menor (bracos fechados com paredes)

caracteristica aversiva. Esse fato gera inicialmente um conflito aproximagao-esquiva
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aos bracos abertos, resultado da tendéncia exploratéria do roedor e do
medo/novidade.

O labirinto, feito de madeira (Insight®) dispde-se em forma de cruz, elevado a
40 cm do chéo, composto por dois bracos fechados com paredes (50x10x40 cm) e
dois bragos abertos (50x10 cm) opostos entre si. Os experimentos foram realizados
numa sala com luz amarela, cuja intensidade nao ultrapassava 40 lux. Apos o teste
de cada animal, o labirinto foi limpo com solucdo de etanol a 10%.

Todo o experimento foi registrado com uma camera de video, para posterior
analise dos indices tradicionais de ansiedade: porcentagem de entrada e de tempo
nos bracgos abertos em relagéo ao tempo total de exposicao ao teste, 300 s (% EA,
% TA, respectivamente), bem como o numero de entradas nos bracos fechados (EF)

e 0 numero de tentativas de entradas nos bracos abertos (TEA).

3.8 Protocolo experimental

Previamente (5 min) a aplicacdo do estimulo nocivo nos trés testes, foram
efetuadas as microinjegdes intracerebrais das seguintes solugdes: solugao salina
tamponada (PBS); glicina (1, 10, 20, 50, 80 e 100 nmoles / sitio), (+/-)-3-amino-1-
hidroxi-2-pirrolidona (HA-966, 10 nmoles / sitio), acido 7-cloroquinurénico (10 nmoles
/ sitio), estricnina (5 e 10 nmoles / sitio), naloxona (0,01 pmoles) e metisergida (0,03
pmoles) isolados ou em associagédo com glicina. O volume e a velocidade de injecao
foram fixados em 0,3 ul / 60 s.

Além das microinjecdes intracerebrais, alguns grupos de animais avaliados no
teste de incapacitacdo articular induzida por formalina foram pré-tratados com
naloxona ou metisergida, nas doses de 1,0 mg / kg; por via subcutanea, 30 min
antes da glicina intra-SCPd. Logo abaixo seguem o0s esquemas dos protocolos

experimentais da presente pesquisa.

Esquema 1: ldentificacdo das doses de glicina (GLI) intra-SCPd capazes de induzir
efeitos na nocicepcdo no teste de incapacitacéo articular induzida por formalina, no

teste de formalina na pata e no teste do tail flick.
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Treino 24N> Intra-SCPd .min Testes nociceptivos l

Basal ] 60 min l
GLI-0,3ul/60s l

(1,0, 10, 20, 50, 80, 100 nmoles)

As doses de glicina utilizada neste estudo foram baseadas em pesquisas as
quais avaliaram seu potencial para produzir efeitos do tipo-ansiogénico quando
aplicada na SCPd (SCHMITT et al., 1995; CAROBREZ et al., 2001; SANTOS et al.,
2006).

Para o teste de formalina aplicada na pata, algumas consideracées devem ser
feitas:

1) 24 h antes do teste, os animais foram apenas ambientados as condi¢des do
teste, porém sem qualquer fonte nociceptiva,

2) As doses de glicina testadas foram apenas aquelas as quais apresentaram
efeito significativo no teste de incapacitacao articular; isto € 20 nmoles (dose
hipernociceptiva) e 80 nmoles (dose hiponociceptiva);

3) A avaliacdo do comportamento do animal em resposta a injecéo intra-plantar
de formalina foi realizada em blocos consecutivos de 5 min, a cada 5 min,

durante 60 min.

Além dos trés testes, um quarto teste foi realizado, quando entdo os animais
eram colocados também em caixas de observacado apos a inje¢do de formalina intra-
articular (diferentemente do protocolo de formalina na pata) foi criado com o objetivo
de verificar se a microinjecdo de glicina na SCPd causava os mesmos efeitos
observados no teste de incapacitacdo articular. Neste experimento, as doses de
glicina utilizadas foram de 10 e 80 nmoles as quais induziram respectivamente,
aumento e diminuic&o significativa da nocicepcéo no teste de incapacitacao articular

induzida por formalina.

Esquema 2: Investigacdo do(s) receptore(s) envolvido(s) nos efeitos da glicina, nos
3 testes nociceptivos, através do uso do antagonista seletivo para GLIa (Estricnina;

STR) e dos antagonistas do receptor GLIg-NMDA, o (+/-)-3-amino-1-hidroxi-2-
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pirrolidona ou HA-966; HA) e o acido 7-cloroquinurénico (7CL), co-microinjetados

com glicina na SCPd, nas doses hiper e hiponociceptivas observadas em cada teste.

Treino 24N 5 Intra-SCPd |.2Min_5  Testes nociceptivos l

Basal GLI - 10 ou 80 nmoles - 0,3 pl/60 s 60 min l
s —— +

STR (5,0 ou 10 nmoles)
ou
7 CL ou HA (10 nmoles)

As doses de estricnina e HA, utilizadas neste protocolo, foram baseadas em

WHITE (1985) e TEIXEIRA et al., (1999), respectivamente.

Esquema 3: ldentificacdo da mediacao opidide ou serotoninérgica nos efeitos hiper
e hiponociceptivos induzidos pela injecdo de glicina na SCPd, no teste de
incapacitacdo articular induzida pela formalina, através da aplicacdo sistémica e
intra-SCPd de antagonista dos receptores p-opioide (Naloxona; Nx) e dos receptores

5HT; e 5HT, da serotonina (Metisergida; Met).

Treino - > Sistémica (s.c.) i
Articular

Injecéo i ' s
Jec 30m|n> Intra-SCPd I5m|n ...... > |ncapac|taga0 I

GLI - 10 ou 80 nmoles

Basal Nx ou Met
0,3ul/60s
.—J (1,0 mg / kg) ©03u ) 60 min l

Treino  -2*M..> Intra-SCPd

— GLI - 10 ou 80 nmoles - 0,3 pl/60 s
+ 60 min l
Nx (0,01 pmoles)

ou Met (0,03 pmoles)

..amin o Incapacitacéo
Articular

As doses de naloxona e metisergida foram determinadas a partir do Ki
(Constante inibitéria) de cada uma (CODD et al., 1995; 5-HT ...2008).
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Confirmacao do sitio da microinjecao intracereb  ral

ApOs o0s experimentos os animais foram profundamente anestesiados com
xilazina 2% (0,2 ml / rato) e hidrato de cloral 1,5% (1,0 ml / rato), e com auxilio da
canula-guia fez-se a coloracdo do sitio de microinjecdo, com a injecdo de Azul de
Evans (0,5 % - 0,3 pl). Em seguida e apds a perda completa dos reflexos palpebral,
corneal e interdigital, os animais foram perfundidos intracardialmente com solucéo
de salina (NACL; 0,9 %) seguida por solucao de formaldeido (10 %). Apos a rigidez
de muscular, os ratos foram decapitados e os cérebros removidos e armazenados,
primeiramente em solu¢do de formaldeido a 10 % por 24 h, e, em seguida, em
solucéo de sacarose a 30% por mais 24 h. Apés esse periodo, os cérebros foram
seccionados (cortes de 50 um) no Criostato (Leica CM1850), colocados em laminas
gelatinizadas e a localizac&o dos sitios das injecdes era feita através de microscopia,
comparando-se os cortes com o diagrama do Atlas de cérebro de ratos de Paxinos e
Watson (1998).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo das médias. As
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas com analise
de variancia (ANOVA) de uma via com medidas repetidas, seguida pelo teste de
Dunnett. Valores de P menores que 0,05 (P< 0,05) foram considerados

estatisticamente significativos.



4 RESULTADOS

4.1 Efeito da glicina intra-SCPd no teste de incapa citacdo articular

induzida por formalina.

A formalina (2%) intra-articular induziu resposta nocifensiva, identificada pela
incapacidade do rato em articular o joelho afetado e registrada como o aumento no
tempo de elevacdo da pata (TEP) para caminhar (nesse momento 0s animais
apresentavam-se com o joelho flexionado).

O TEP ocorreu em duas fases distintas do teste. Se observarmos a curva dos
animais controle (Fig. 3A: PBS), na primeira fase (F1= 0-5 min), o aumento do TEP
foi imediatamente apds a injecdo de formalina (TEPg= 9,12 + 0,27 s e TEPomin=
33,98 £ 4,27 s) e na segunda fase (F2 = 10-40 min), o aumento do TEP deu-se de
maneira mais lenta, alcangcando efeito maximo por volta dos 15 min (TEP15min= 30,61
+ 4,28 s) durando 40 min (TEP4omin= 13,68 + 1,12 s) apos a aplicacdo da formalina.
Essas duas fases foram interpostas por um periodo denominado de quiescéncia, no
qual o animal voltava a deambular normalmente. Na quiescéncia, o valor do TEP
declina e alcanca o indice basal (TEPsmin= 13,11 + 0,81 s). O registro do TEP durou
60 min, nesse momento 0S animais nao apresentavam mais o comportamento de
flexionar a pata, embora o joelho ainda apresentasse sinais de edema (aumento de
volume). Apds o teste e jA nas caixas, esses animais ndo demonstravam mais
comportamentos nociceptivos.

O TEP causado pela formalina i.art. apresentou importantes variagcdes no
modelo de incapacitacao articular, com o tratamento prévio dos animais com glicina
(GLI) intra-SCPd. Microinjetada em baixas doses, 10 e 20 nmoles, a GLI foi capaz de
causar aumento significativo do TEP (hipernocicepcao) na F2 (t=10-30 min) de
resposta nocifensiva da formalina (ANOVA,; F320) = 6,15). Os TEPs dos animais que
receberam 10 e 20 nmoles foram respectivamente 35,50 *+ 6,47s e 33,98 + 4,27s,
como registrado 10 min apds a injecdo de formalina (t= 10 min) (Fig.3A). Nesse
momento, em relacdo ao grupo controle (PBS) o TEP aumentou 64,32 + 29,94 % no
grupo que recebeu 10 nmoles e 47,48 + 27,16 % no grupo que recebeu 20 nmoles.

Microinjetada em altas doses, 80 e 100 nmoles, a glicina diminuiu de forma

significativa o TEP (hiponocicepc¢ao) nas fasesl e 2 do teste de formalina (ANOVA;
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F.22= 6,04 e F218= 29,07; respectivamente). Na primeira fase (t= 0 min), os TEPs
registrados foram 19,87 + 3,06 s e 23,03 + 3,05 s para GLI80O e GLI100,
respectivamente. Durante a segunda fase, aos 25 min apos formalina, por exemplo,
os valores registrados foram: TEPpgs= 39,24 + 4,38 s; TEPg 3= 16,91 = 3,69 s e
TEPGL100 = 16,31 + 1,99 s (Fig.3B). Em relacdo ao grupo controle (PBS), a
diminuicdo do TEP na primeira fase do teste foi de 45,24 + 8,45 e 36,56 £ 8,41 % e
na segunda fase (t= 25 min), 56,91 + 9,4 e 58,44 + 5,06% nos grupos que
receberam 80 e 100 nmoles, respectivamente.

Ainda que ambas as doses altas tenham induzido hiponocicepgéo, a glicina
na dose de 100 nmoles ndo foi mais utilizada nos experimentos posteriores, pelo
fato de que, em alguns animais, ela também induziu comportamento aversivo
intenso, caracterizado por exoftalmia, sobressaltos e corridas apés 35-40 min e
permanecendo por aproximadamente 40 min. Glicina, na dose de 1,0 (Fig.3A) bem
como na dose de 50 nmoles (dados ndo mostrados), ndo provocou alteracéo
significativa em ambas as fases no TEP dos animais, ap0s a injecao intra-articular
de formalina.

Os resultados obtidos durante o teste de incapacitagéo articular induzida por
formalina foram consequentes da aplicacéo de glicina nas por¢gdes mais caudais da
SCPd (principalmente na coluna DL) (Fig 4A e B). Devido o angulo da canula guia
(22°) algumas injecdes foram feitas em outras colunas da SCP ou em estruturas
vizinhas a SCPd. Microinjecfes feitas nas colunas L, VL ou no aqueduto cerebral
nao causaram mudancas significativas no TEP (dados ndo mostrados devido ao
namero de elementos insuficientes na amostra). Microinje¢bes de glicina (10, 20 e
80 nmoles) efetuadas nas laminas profundas do Coliculo Superior (CS) também néo

foram capazes de modificar significativamente os valores de TEP (Fig.5).
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Figura 3. Efeito hiper e hiponociceptivo da microinjecao de g licina na SCPd

no teste de incapacitacdo articular induzida por fo rmalina em ratos. Glicina,
microinjetada na SCPd em baixas doses (A: GLI10 e GLI20 nmoles), aumentou
de forma significativa o TEP durante a segunda fase (F2) e, em altas doses (B:
GLIB0 e GLI100 nmoles), diminuiu o TEP nas fases 1 (F1) e 2 (F2), comparada
com a microinjecao controle (PBS). A letra B no eixo das abcissas representa o
tempo de elevagcao da pata (TEP) basal; F1 e F2 significam fases 1 (0 min) e 2
(10-30/40 min) de resposta nocifensiva da formalina 2% intra-articular e n, o
namero de animais de cada grupo. Os dados representam a média + epm.
Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via (para medidas
repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet em relacdo ao grupo PBS, onde *=
P< 0,05; *= P< 0,01 e **= P< 0,001.
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Figura 4. Histologia de confirmacdo dos sitios das microinjec oes. A)
Diagrama dos cortes coronais do mesencéfalo de rato, redesenhado a partir do
atlas Paxinos e Watson (1998). Os sitios das microinjeces (o) foram marcados
pela injecdo de Azul de Evans na SCPd, com predominio das microinjecdes nas
por¢cBes mais caudais da SCPdI (-7,60 e -7,80 mm). O numero de pontos nas
figuras é menor do que o numero total de ratos usados, para evitar sobreposicao.
(B) Fotomicrografia de uma lamina do mesencéfalo de um animal representativo,
mostrando um sitio de microinjecdo (—) dentro da coluna dorso-lateral. O corte
corresponde a -8,00 mm do bregma no atlas Paxinos e Watson (1998). DM,
Dorso-Medial; DL, Dorso-Lateral; L, Lateral ; VL, Ventro-Lateral; Aq, Aqueduto;
CS, Coliculo Superior. Coloragdo: Giemsa.



34

: : T+ PBS - CS (n=28)
50 : : 4 GLI10 - CS (n=12)
: : = GLI20 - CS (n=05)

- GLISO - CS (n=04)

TEP (s)
w
Q

515

E2
B 0 5 101520 25 30 3540 45 50 55 60

Tempo apos formalina i.art.(min)

Figura 5. Efeito da glicina no coliculo superior (CS) no teste de
incapacitacdo articular induzida por formalina em r atos. Glicina, microinjetada
no CS, 5 min antes do teste, nas doses de 10, 20 e 80 nmoles (GLI10, GLI20 e
GLI80, respectivamente) ndo alterou de forma significativa o TEP durante a
primeira (F1) ou a segunda fase (F2), comparada com a microinjecdo controle
(PBS). A letra B representa o tempo de elevacédo da pata (TEP) basal; F1 e F2
significam fases 1 (0 min) e 2 (10-30 min) de resposta nocifensiva da formalina
2% intra-articular e n, o niumero de animais de cada grupo. Os dados representam
a média + epm e foram analisados pela ANOVA de uma via (para medidas
repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet em relagéo ao grupo PBS.
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4.2 Efeito da glicina intra-SCPd no teste de formal ina na pata.

Quando os animais foram colocados na caixa de observagéo, imediatamente
apos a aplicacao de formalina na pata, as principais respostas manifestadas por eles
foram; agitacdo, miccdo, defecacdo e episodios de lambidas compulsivas no
assoalho, além dos comportamentos nociceptivos considerados tais como, elevacéo
sustentada membro afetado e intermitentes mordidas e lambidas na pata que
recebeu a solucao de formalina a 2%.

A injecéo de formalina na pata induziu duas fases de respostas nocifensivas
intercaladas por um periodo de quiescéncia. Imediatamente apdés a injecdo de
formalina (F1= 0-5 min), ocorreu um rapido aumento no nimero de comportamentos
nociceptivos (NCN), seguido por um periodo sem manifestacdo nociceptiva
(quiescéncia). Em seguida, o NCN aumentou de maneira gradativa e sustentada,
caraterizando a segunda fase do teste (F2= 15-60 min) (Fig. 6). Apés os 60 min de
teste, embora ainda manifestassem comportamentos nociceptivos, edema e eritema
da pata injetada, os animais foram recolocados nas caixas.

No grupo controle (PBS), o NCN registrados nas primeira e segunda fases
foram respectivamente: NCNomin= 65 + 2,77 s € NCN3zsmin= 57,6 £ 6,57 s. Glicina
intra-SCPd, na dose de 80 nmoles, aumentou significativamente o NCN
(hipernocicepc¢ao) durante a segunda fase de resposta nocifensiva da formalina na
pata (ANOVA; Fp30= 16,95). O aumento do NCN teve inicio aos 25 min, atingiu
valor maximo nos 35 min (NCNgpigo= 93,5 + 8,94) e perdurou por mais de 60 min
apos a injecao de formalina. Em relacdo ao grupo controle, o incremento no NCN
aos 35 min de teste foi de 76,3 + 17,23 %. Os grupos que receberam glicina intra-
SCPd na menor dose (20 nmoles), nao diferiram significativamente do NCN
daqueles que receberam PBS como controle (Fig. 6).

Com o objetivo de avaliar se as diferencas observadas com a glicina intra-
SCPd nos dois testes de formalina deveu-se ao local da aplicacdo do agente
flogistico, imediatamente apds a injecdo de formalina no joelho, os animais foram
colocados na mesma caixa de observacao do teste de formalina na pata. Avaliaram-
se como comportamentos nociceptivos (NCN): o numero de flexdo do joelho (a cada
trés segundos= 01 comportamento) numero de lambidas e numero de contracdes ou

espasmos no membro afetado.
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Apés a injecdo de formalina intra-articular, os animais ndo manifestaram
comportamentos de agitacdo, mic¢cao, defecacdo ou de lambidas compulsivas no
assoalho, como aqueles observados com a injecdo s.c. na pata. Dentre os
comportamentos nociceptivos considerados, a flexdo espontanea e sustentada do
joelho afetado foi 0 mais predominante durante todo o teste. Apenas no periodo de
guiescéncia, os animais caminhavam normalmente ou permaneciam parados com as
quatro patas no chdo. Nao foram observadas diferencas significativas entre os
animais tratados com glicina (10 ou 80 nmoles) e os animais tratados com PBS

(dados n&o mostrados).
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Figura 6. Efeito hiper nociceptivo da microinjecdo de glicina na SCPd no
teste de formalina na pata em ratos. 80 nmoles de glicina (GLI80) aumentaram,
de forma significativa, 0 nimero de comportamentos nociceptivos (NCN) durante
a segunda fase da formalina (F2), comparado com a microinjecao controle de
PBS. F1 e F2 significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-60 min) de resposta nocifensiva
da formalina 2% subcuténea na pata e n, o numero de animais de cada grupo. Os
dados representam a média + epm. Diferencas estatisticas foram reveladas pela
ANOVA de uma via, para medidas repetidas, seguida do teste de Dunnet em
relacdo ao grupo PBS, onde ***= P< 0,001.
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4.3 Efeito da glicina intra-SCPd no teste do tail flick .

Os animais, entre si, respondiam de maneira muito similar a aplicacdo do
estimulo térmico quente, através de uma reacado reflexa de retirada da calda (tail
flick). As laténcias tail flick (LTFs) basais foram de aproximadamente 6,0 s em todos
0s grupos testados. No grupo controle (PBS), as LTFs registradas imediatamente
apos 5 min da microinjecdo e a cada 10 min durante 60 min, ndo foram diferentes
significativamente da LTF basal, o que quer dizer que a estimulagdo térmica
consecutiva nao foi capaz de alterar o limiar nociceptivo.

Glicina intra-SCPd (50 e 80 nmoles) induziu aumento significativo das LTFs
(hiponocicepgéo) numa maneira dose-dependente (ANOVA; F.30= 16,87), 0 qual ja
se fez presente desde os 5 min apds a microinjecéo. Ao final do teste (t= 55 min), as
LTFs registradas para os grupos GLI50 e GLI80 foram respectivamente; 9,20 + 1,96
se 12,48 £ 1,96 s (Fig.7), o correpondente a 20,24 + 14,31 e 39,68 = 15,15 % do
MPE (efeito maximo possivel). Em baixas doses (10 e 20 nmoles), glicina nao foi
capaz de modificar, de forma significativa, as LTFs quando toda a curva foi
considerada (Fig.7). Nessa faixa de dose, 10 a 80 nmoles, ndo foram observados
comportamentos defensivos intensos como imobilidade, exoftalmia, corridas,
sobressaltos, miccao e defecacao.

As microinjecbes de glicina efetuadas nas laminas profundas do Coliculo
Superior, ndo causaram efeito na nocicep¢do ao estimulo térmico quente, uma vez
que ndo houve diferencas significativas nas LTFs (teste t de Student pareado)
(Fig.8). Glicina microinjetada diretamente no aqueduto cerebral também néo alterou

a LTFs (dados ndo mostrados).
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Figura 7. Efeito hiponociceptivo da microinjecdo de glicina na SCPd no teste
do tail flick em ratos. Glicina (GLI50 e GLI80 nmoles), 5 min antes do teste,
aumentou significativamente as laténcias tail flick (LTFs) dos ratos submetidos ao
estimulo térmico quente na cauda, em relacdo ao grupo que recebeu a solucao
controle intra-SCPd (PBS). Os dados estdo representados em forma de média +
epm das LTFs, a cada 5 min apds as microinjecdes, durante 60 min. No tempo=0
min estdo ilustrados os valores basais. Diferencas estatisticas foram mostradas
pela ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida pelo teste de Dunnet
em relacdo ao grupo PBS, onde **= P< 0,01 e ***= P< 0,001.
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Figura 8. Efeito da microinje¢ @0 de glicina no coliculo superior (CS) em
ratos submetidos ao teste do tail flick . A microinjecdo de glicina (GLI8B0
nmoles), no coliculo superior 5 min antes do estimulo térmico na cauda, nao
alterou de forma significativa a laténcia tail flck (LTF) dos animais submetidos ao
teste, comparado com a microinjecdo controle de PBS. Os dados estéao
representados em forma de média £ epm das LTFs, a cada 5 minutos apés as
microinje¢des, durante 60 min. No tempo=0 min estdo ilustrados os valores
basais. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste t de Student
pareado.
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4.4 Efeito do antagonista do receptor GLI 5 (Estricnina) intra-SCPd no

teste de incapacitacao articular induzida por forma lina

No segundo protocolo com o teste de incapacitacdo, novamente a glicina intra-
SCPd, na segunda fase do teste, causou hiper e hiponocicepg¢éo, em dose baixa e
alta, respectivamente (ANOVA,; F324= 5,04 e Fi324= 14,81). A glicina em dose alta
(80 nmoles) induziu apenas uma tendéncia em reduzir o TEP na primeira fase
(ANOVA; F24= 2,43). Aos 15 min, os TEPs registrados dos grupos controle (PBS),
GLI10 e GLI8O foram de 33,23 + 4,63 s; 52,3 £ 3,5 s e 19,87 = 545 s,
respectivamente. Dos grupos que receberam microinjecdo conjunta de glicina com
estricnina, o grupo STR+GLI10 apresentou aumento significativo de TEP na
segunda fase (ANOVA; Fgoe= 5,04) e o grupo STR+GLI80 ndo apresentou
alteracao significativa do TEP em ambas as fases do teste (Fig.9A e B). No intervalo
de 15-40 min a microinjecdo isolada do antagonista (STR) aumentou
signifcativamente o TEP dos animais (ANOVA, F 0= 18,53) (Fig.9B).

A estricnina, somente nesse teste, foi avaliada também na dose de 10 nmoles
intra-SCPd. Nessa dose, 50% os animais utilizados (7/14) ndo foram analisados
estatisticamente em virtude de comportamentos como sobressaltos e corridas,
observados apds 15 minutos da microinjecdo. Os animais que ndo manifestaram os
mesmos comportamentos tiveram uma diminuicdo significativa do TEP em relacao

ao grupo PBS (hiponocicepcéo); (Dados ndo mostrados).



42

A)
60- O+ PBS (n=10)
& STR (n=06)
50+ & GLI10 (n=06) F2: %%
40 4 STR+GLI10 (n=05) F2:%
\({)/
& 301
|_
20
10
R = N S - N S
B 0 5 101520 25 30 3540455055 60
Tempo apoés formalina i.art. (min)
B
) T+ PBS (n=10)
60- & STR (n=06)
504 4 GLISO (n=05) F2: k%%

-4 STR+GLI80 (n=07)

TEP (s)

O° _E1 i _ E2

B O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo ap6s formalina i.art. (min)

Figura 9. Efeito da microinjecdo de glicina associada co m estricnina na
SCPd, no teste de incapacitagao articular induzida por formalina em ratos.
A) Glicina, na dose de 10 nmoles, intra-SCPd sozinha ou com stricnina 5 nmoles
(GLI10 e STR+GLI10, respectivamente), aumentou o TEP na fase 2, de forma
significativa, em relacdo ao grupo PBS (controle). B) GLI, na dose de 80 nmoles,
intra-SCPd (GLI80), diminuiu o TEP na fase 2, de forma significativa, em relacao
ao grupo PBS. A microinjecdo na SCPd foi realizada 5 minutos antes da injecao
de formalina 2% (50 pl) intra-articular (O min). A letra B no eixo das abcissas,
representa o tempo de elevacado da pata (TEP) basal, F1 e F2 significam fases 1
(0 min) e 2 (10-60 min) de resposta nocifensiva da formalina 2% intra-articular e n,
0 numero de animais de cada grupo. Os dados representam a média + epm.
Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via (para medidas
repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet em relacdo ao grupo PBS, onde * =
P< 0,05; ** = P<0,01; ** = P< 0,001.
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4.5 Efeito do antagonista do receptor GLI 5 (Estricnina) intra-SCPd no

teste de formalina na pata.

No segundo protocolo do teste de formalina na pata, durante a primeira fase do
teste (t=0 min), a microinjecédo isolada de estricnina (STR) na SCPd foi capaz de
aumentar de forma significativa o NCN, em relacdo ao grupo controle (PBS)
(ANOVA; F25= 3,84). Os NCN registrados nesse periodo foram de 116,5 + 12,15 e
166,75 £ 9,17 para os grupos PBS e STR, respectivamente. Durante a quiescéncia
(t= 15-20 min), os grupos STR e STR+GLI80 tiveram aumento significativo do NCN
em relagcédo ao controle (ANOVA, Fs4= 17,28). Na segunda fase (t= 25-60 min) de
resposta a formalina na pata, todos os grupos (STR, GLI80, STR+GLI80)
apresentaram aumento significativo do NCN, em relagcdo ao grupo PBS (ANOVA;
Fia0= 13,08). Aos 25 min de efeito da formalina, os seguintes NCN foram
registrados: NCNpgs= 77,88 = 11,79; NCNguso= 112,14 + 10,5; NCNgrr= 114,75 +
9,04; NCNstr + cLigo= 105 £ 12,95 (Fig.10).

Dos 17 animais utilizados nesse protocolo que receberam glicina, 80 nmoles,
intra-SCPd, um (01) animal apresentou reacdes de defesa intensa como piloerecéo,
exoftalmia, sobressaltos, corridas, cauda levantada e antinocicepcdo completa.
Esses comportamentos comecaram apos + 35 min da microinje¢do. Por outro lado,
dos 14 animais que receberam microinje¢céo de estricnina mais glicina (STR+GLI80)
na SCPd, 02 apresentaram comportamento de “congelamento” com completa
antinocicepcao também. O congelamento iniciou durante a fase de quiescéncia e
permaneceu até o final do teste (x 40 min). Esses 03 animais ndo foram agrupados

na andlise estatistica.
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Figura 10. Efeito hipernociceptivo da microinjecao de estricni na na SCPd no

teste de formalina na pata em ratos. Estricnina (STR; 5 nmoles) intra-SCPd, 5
min antes da aplicacdo de formalina na pata, aumentou, significativamente, o
namero de comportamentos nociceptivos (NCN) em todas as fases do teste (F1 e
F2), comparada com a microinjecdo controle de PBS. Glicina, microinjetada
isoladamente (GLI80) ou associada com estricnina (STR+GLI80) aumentou o
NCN durante a F2. Durante a quiescéncia (15-20 min) os grupos STR e
STR+GLI80 aumentaram significativamente o TEP. F1 e F2 significam fases 1 (0-
5 min) e 2 (10-60 min) de resposta nocifensiva da formalina 2% e n, o nimero de
animais de cada grupo. Os dados representam a média + epm. Diferencas
estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via (para medidas repetidas na
F2) seguida do teste de Dunnet em relacdo ao grupo PBS, onde *= P< 0,05; **=
P<0,01; **=P< 0,001.
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4.6 Efeito do antagonista do receptor GLI 5 (Estricnina) intra-SCPd no

teste do tail flick .

No teste do tail flick, as microinjecbes de glicina (GLI80), estricnina (STR) ou
estricnina mais glicina (STR+GLI80) na SCPd aumentaram, significativamente, as
LTFs (isto é; causaram hiponocicepc¢éo), do inicio ao final do teste (ANOVA; F324=
37,54). Cinco min apés as microinjecdes, as LTFs registradas foram 5,56 + 0,61 s;
13,57 £2,44s; 11,24 £+1,59 s; e 10,40 + 1,15 s para os grupos PBS, GLI80, STR e
STR+GLI80, respectivamente (Fig.11).

Dos 17 animais utilizados nesse protocolo experimental, 01 animal que recebeu
glicina e 02, que receberam a associacao de estricnina mais glicina apresentaram
reagOes de defesa intensas como piloeregao, exoftalmia, sobressaltos e corridas,
apos aproximadamente 45 minutos da microinjecdo. Os 02 animais que receberam
STR+GLI80, antes da manifestacdo desses comportamentos, tiveram
antinocicepcao dos 25 aos 45 min do teste, com os valores das LTFs alcancando o
valor cut-off, isto €, 21 s de teste. Esses 03 animais ndo foram agrupados na analise

estatistica.
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Figura 11. Efeito hiponociceptivo da microinjecdo de estricnina na SCPd no
teste do t ail flick em ratos. Estricnina (STR; 5 nmoles), 5 min antes do estimulo
térmico na cauda, aumentou significativamente as laténcias Tail Flick (LTFs) dos
ratos submetidos ao teste, em relacdo ao grupo que recebeu o controle (PBS).
Glicina, microinjetada isoladamente (GLI80) ou associada a estricnina
(STR+GLI80) também aumentou as LTFs durante todo o teste. Os dados estao
representados em forma de média £ epm das LTFs, a cada 5 min apos as
microinje¢des, durante 60 min. No tempo=0 min estdo ilustrados os valores
basais. Diferencas estatisticas foram mostradas pela ANOVA de uma via para
medidas repetidas, seguida pelo teste de Dunnet em relagéo ao grupo PBS, onde
***= P< 0,001.
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4.7 Efeito do antagonista do receptor GLI 5 (Estricnina) intra-SCPd no

teste do labirinto em cruz elevado.

Em virtude dos resultados obtidos com a inje¢ao de estricnina, principalmente
os relacionados as reagfes de defesas, optou-se por avaliar esse antagonista no
labirinto em cruz elevado (LCE), teste que avalia o possivel efeito tipo-ansiogénico
das substancias. No LCE, estricnina intra-SCPd (STR; 5 nmoles/0,3 ul) induziu efeito
do tipo-ansiogénico evidenciado pela diminuicdo significativa da porcentagem de
tempo (% TA) e de entradas (%EA) nos bracos abertos, comparado com 0s animais
controles (PBS) (to,05, 22= 3,90 € to0s, 22= 2,95, respectivamente). A STR também
diminuiu, de forma significativa, o nimero de entradas nos bracos fechados (EF)
(to.05, 22= 2,28), e ndo alterou o numero de tentativas de entrada nos bracos abertos
(TEA) (Fig.12). Ap6s 5 min da microinjecdo de STR e j& posicionados no interior dos
bracos fechados do LCE, os animais apresentavam-se com a cauda erguida,
piloerecdo e iméveis. Apos o término do teste, na retirada do labirinto, os animais

exibiam resisténcia a captura.



48

A) B)
25' 60'
201 T
<15 < 401 -
N ] o
] N
PBS STR PBS STR
C) D)
8- 81
T
6- 6
L <
w 41 L|1_J 44
2 24
0- 0-
PBS STR PBS STR

Figura 12 : Efeito tipo-ansiogénico da estricnina microinjetada na SCPd de
ratos, no teste do labirinto em cruz elevado (LCE) . As colunas representam a
meédia £ epm da porcentagem de tempo (A) e de entrada nos bracos abertos (B),
do numero de entrada nos bracos fechados (C) e de tentativas de entradas nos
bracos abertos (D). Estricnina (STR= 5 nmoles, n=14), microinjetada 5 min antes
da exposicdo ao LCE, diminuiu a %TA, a %EA e EF, em relacdo ao grupo
controle que recebeu PBS (n=10) na SCPd. Diferencas estatisticas foram
reveladas pelo teste t de Student ndo pareado, onde *= P< 0,05; **= P< 0,01; ***=
P< 0,001.
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4.8 Efeito dos antagonistas do receptor GLI g-NMDA (7CL e HA) intra-

SCPd nos trés testes nociceptivos.

A co-administracdo do HA966 (HA; 10 nmoles) com glicina na dose de 80
nmoles (HA+GLI80; 0,3 pl) 5 min antes do teste do tail flick , preveniu o efeito
inibitorio da glicina na laténcia tail flick (LTF) (ANOVA,; F21)= 19,77). Aos 35 min de
teste, a LTF do grupo GLI80O foi 9,37 + 0,94 s contra 7,46 £ 0,5 s do grupo
HA+GLI80. O efeito hiponociceptivo induzido pela GLI80 durou pelo menos 45 min e
em alguns experimentos foi até ao final do teste (65 min) (Fig.13A).

No teste de formalina na pata , o efeito facilitatério da glicina intra-SCPd, na
dose de 80 nmoles foi prevenido pela co-injecdo de HA (10 nmoles) com glicina
(ANOVA,; F20= 8,76). Aos 35 min de teste, por exemplo, o grupo que recebeu
apenas glicina (GLI80) apresentava NCN igual a 88,6 = 9,25 e 0 grupo que recebeu
HA com glicina (HA+GLI180), 65,83 = 6,39. (Fig.13B).

O antagonista aplicado isoladamente na SCPd n&o induziu efeito per se tanto
no teste do tail flick quanto no teste de formalina na pata, uma vez que nao foram
abservadas alteracdes significativas nas LTFs e no NCN, respectivamente (Fig.13A
e B). No entanto, no teste de incapacitacao articular induzida por formalina , a
microinjecdo do HA, na mesma dose (10 nmoles), induziu aumento significativo do
TEP durante a segunda fase de resposta a formalina intra-articular (ANOVA; F 20)=
45,32). Aos 20 min, os TEPs registrados foram de 37,92 + 4,4 s e 54,74 + 1,3 s para
os grupos PBS (controle) e HA, respectivamente (Fig.14). Desta forma, optou-se por
utilizar outro antagonista do GLIg-NMDA, o acido 7-cloroquinurénico (7CL). A
associacdo de 7CL (10 nmoles) com glicina nas doses de 10 e 80 nmoles
(7CL+GLI10 e 7CL+GLI80, respectivamente) bloqueou, de forma significativa, a
hipernocicepg¢éo na F2 (Fig.15A: ANOVA; Fia0= 13,31) e a hiponocicepgdo nas
fases 1 (Fig.15B: ANOVA,; F23= 8,29) e 2 (ANOVA; F(340= 14,66). O bloqueio do
efeito hipernociceptivo da glicina pode ser melhor observado, por exemplo, aos 45
min do teste, onde TEPpgs= 11,34 1,26 s, TEPg110= 41,83 £ 5,07 s e TEPcL +GLI10=
11,48 + 1,76 s) (Fig.15A). A inibicdo do efeito hiponociceptivo da glicina, pode ser
vista, por exemplo, aos 5 min (TEPpgs= 36,75 £ 3,18 s, TEPGg30= 20,11+ 2,75 s e
TEP7¢cL +cLiso= 39,79 £ 3,05 s) e aos 25 min apo6s formalina intra-articular (TEPpgs=
34,45 +4,18 s, TEPgL150=17,05 + 3,30 s e TEPg7cL +cLiso= 32,08 + 5,28 s) (Fig.15B).
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Figura 13. Efeito da microinje ¢ao de glicina associada com HA966 (HA) na
SCPd, no teste do tail flick e no teste de formalina na pata, em ratos. O grupo
tratado com glicina (GLI= 80 nmoles), intra-SCPd, apresentou, de forma
significativa, diminuicdo da laténcia tail flick (A: LTF) e aumento do niamero de
comportamentos nociceptivos (B: NCN), em relacdo ao grupo injetado com PBS
(controle) na SCPd. A co-administracdo de HA com glicina, ndo alterou de forma
significativa as LTFs e os NCNs dos animais, comparado com 0s que receberam
PBS (A e B, respectivamente). Os dados estédo representados em forma de média
+ epm, a cada 5 min apos as microinjecdes, durante 60 min. Diferencas
estatisticas foram mostradas pela ANOVA de uma via para medidas repetidas,
seguida pelo teste de Dunnet em relagédo ao grupo PBS, onde **= P< 0,01; ***=
P< 0,001.
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Figura 14. Efeito da microinjecdo de glicina associada com HA966 (HA) na
SCPd, no teste de incapacitagao articular induzida por formalina, em ratos.
HA, sozinho (10 nmoles) ou co-injetado com glicina (HA+GLI80) na SCPd, causou
aumento significativo do TEP, em relacdo ao grupo PBS (controle), durante a
segunda fase (F2) do teste. Glicina (GLI8B0 nmoles) causou diminuicédo
significativa do TEP durante a F2. A letra B representa o tempo de elevacao da
pata (TEP) basal; F1 e F2 significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-40 min) de resposta
nocifensiva da formalina 2% intra-articular e n, o nimero de animais de cada
grupo. Os dados representam a media £ epm. Os dados foram analisados pela
ANOVA de uma via (para medidas repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet
em relacao ao grupo PBS, onde *= P< 0,05; ***= P< 0,001.
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Figura 15. Efeito da microinjecdo de glicina associada com o acido 7

cloroquinurénico (7CL) na SCPd, no teste de incapac itagcdo articular
induzida por formalina em ratos.  Glicina intra-SCPd, na dose de 10 nmoles (A:
GLI10), aumentou o TEP na segunda fase (F2), e na dose de 80 nmoles (B:
GLI80), diminuiu o TEP na primeira e na segunda fase (F1 e F2), comparada com
0 grupo controle que recebeu PBS intra-SCPd. Os grupos que receberam 7CL
com glicina (A: 7CL GLI10 e B: 7CL+GLI80) ou apenas 7CL, ndo apresentaram
alteracao significativa nos TEPs em relacdo ao grupo PBS. A letra B, no eixo das
abcissas, representa o tempo de elevacdo da pata (TEP) basal;, F1 e F2
significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-60 min) de resposta nocifensiva da formalina
2% intra-articular e n, o numero de animais de cada grupo. Os dados representam
a média + epm, analisados pela ANOVA de uma via (para medidas repetidas na
F2) seguida do teste de Dunnet em relagcéo ao controle (PBS), onde **= P< 0,01;
***= P<0,01.
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4.9 Efeito do tratamento sistémico e intra-SCPd com naloxona no teste

de incapacitacao articular induzido por formalina.

Naloxona (Nx; 1,0 mg / kg) aplicada previamente pela via subcutanea (30 min)
bloqueou tanto a hiper quanto a hiponocicepc¢ao induzidas pela glicina intra-SCPd,
nas doses de 10 (Fig.16A: ANOVA,; F40= 5,65) e 80 nmoles (Fig.16B: ANOVA,;
Fsa0= 10,95), respectivamente, na segunda fase do teste. Aos 25 minutos, os
grupos que receberam pré-tratamento com solucdo salina 30 min antes da glicina
intra-SCPd, apresentaram TEPs..gLi10 = 43,91 + 3,14 s e TEP sa.6Ls0 = 16,86 + 3,69
S, enquanto 0s grupos que receberam naloxona s.c. antes da glicina intra-SCPd,
TEPnx-cLi10= 33,88 £ 6,5 s € TEP nxcLiso= 31,04 £ 6,51. Os registros dos TEPs dos
grupos sal-PBS (controle) e Nx-PBS foram 35,02 + 3,12 s e 37,11 + 6,22 s,
respectivamente. (Fig. 16A e B).

Naloxona intra-SCPd (Nx; 0,01 pmoles), diminuiu de forma significativa, o
TEP nas fases 1 (Fig.17A: ANOVA,; Fzon= 6,98) e 2 (Fig.17A: F@Ea0= 27,75 €
Fig.17B: F36= 9,92) de resposta a formalina intra-articular. A co-microinjecdo de
Nx com GLI bloqueou na F2, de forma significativa, os efeitos hiper (Fig.17A:
ANOVA; F40= 27,75) e hiponociceptivo (Fig.17B: ANOVA; F336= 9,92). No tempo
de 25 min, os TEPs foram de 41,29 + 4,09 s e 14,56 + 2,25 s para 0S grupos
injetados com GLI10 e GLI80, respectivamente, e de 29,92 + 6,85 s e 23,50 +5,01 s
para 0s grupos co-injetados com Nx+GLI10 e Nx+GLI80 (Fig.17A e B). Os grupos
controles apresentaram nesse tempo, TEPpgs= 28,97+ 6,42 s e TEP\= 28,97+
6,42s.
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Figura 16. Efeito do tratamento sistémico com naloxona (nx), nas agbe s
hiper e hiponociceptivas da glicina na SCPd, no tes te de incapacitacédo
articular induzida por formalina, em ratos. Apds tratamento prévio com salina
(30 min, s.c.), glicina microinjetada na SCPd na dose de 10 nmoles (A: Sal-GLI10)
aumentou, e na dose de 80 nmoles (B: Sal-GLI80) diminuiu o TEP na segunda
fase (F2) de resposta a formalina, em relacdo ao grupo controle que recebeu PBS
intra-SCPd apés salina s.c. (Sal-PBS). Os grupos que receberam glicina apds
naloxona s.c. (A: Nx-GLI10 e B: Nx-GLI80) ndo apresentaram alteracao
significativa nos TEPs em relagcdo ao grupo controle (Sal-PBS). A letra B, no eixo
das abcissas, representa o tempo de elevacdo da pata (TEP) basal; F1 e F2
significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-60 min) de resposta nocifensiva da formalina
2% intra-articular e n, o niumero de animais de cada grupo. Os dados representam
a média + epm, analisados pela ANOVA de uma via (para medidas repetidas na
F2) seguida do teste de Dunnet em relacdo ao controle (Sal-PBS), onde *= P<
0,05; ***= P< 0,01.
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Figura 17. Efeito da microinjecdo de glicina associada com nal oxona na
SCPd, no teste de incapacitacao articular induzida por formalina em ratos.
Glicina intra- SCPd, na dose de 10 nmoles (A: GLI10), aumentou o TEP na
segunda fase (F2), e na dose de 80 nmoles (B: GLI80), diminuiu o TEP na
primeira e na segunda fases (F1 e F2), comparada com o grupo PBS (controle).
Naloxona (A e B: Nx) intra-SCPd, diminuiu significativamente o TEP em ambas as
fases do teste. Os grupos que receberam GLI10 ou GLI80 associada a naloxona
(A: Nx+GLI10 e Nx+GLI80) ndo apresentaram alteracao significativa no TEP em
ambas as fases do teste. A letra B, no eixo das abcissas, representa o tempo de
elevacdo da pata (TEP) basal; F1 e F2 significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-60
min) de resposta nocifensiva da formalina 2% intra-articular e n, o niumero de
animais de cada grupo. Os dados representam a média + epm, analisados pela
ANOVA de uma via (para medidas repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet
em relacdo ao controle (PBS), onde *= P< 0,05; ***= P< 0,001.
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4.10 Efeito do tratamento sistémico e intra-SCPd co m metisergida no

teste de incapacitacéo articular induzida pela form alina.

Metisergida (Met; 1,0 mg / kg) aplicada previamente pela via subcutanea (30
min) bloqueou tanto o efeito hiper quanto o hiponociceptivo induzido pela glicina
intra-SCPd, nas doses de 10 (Fig.18A: ANOVA; F@3a0= 16,51) e 80 nmoles
(Fig.18B: ANOVA; F3a0= 10,91), respectivamente, na segunda fase do teste. Os
grupos, Sal-GLI10, Sal-GLI80, Met-GLI10 e Met-GLI80, que receberam solugéo
salina ou metisergida (s.c), antes de glicina intra-SCPd, apresentaram TEP2omin =
53,48 + 2,55 s € TEP5min 16,86 + 3,69 S, TEP20min = 39,6 £ 5,17 s € TEP 25min = 37,17
* 7,44, respectivamente. O TEP do grupo controle (Sal-PBS) no tempo de 20 e 25
min foram 35,74 + 4,96 s e 35,02 £ 3,12 s, respectivamente. O tratamento prévio
com metisergida (s.c) antes de PBS intra-SCPd foi capaz de diminuir, de forma
significativa, o TEP dos animais na segunda fase, em relacédo ao controle (Fig.18A:
ANOVA,; F(.40= 16,51e Fig.18B : ANOVA,; F3 0= 10,91).

A co-administragdo de metisergida (0,03 pmoles) com glicina (Met+GLI10 e
Met+GLI80) foi capaz de prevenir, significativamente, tanto o aumento (Fig.19A:
ANOVA; F@340= 38,23) quanto a diminuicdo do TEP (Fig.19B: ANOVA,; F40)=
17,08) induzidos pela GLI10 e GLI80, respectivamente, na segunda fase de resposta
da formalina. Aos 25 min de teste, os TEPs dos grupos Met+GLI10 e Met+GLI80
foram, respectivamente, 23,6 + 9,4 se 22,37 + 4,41 s contra 41,29 + 4,09 s e 14,56 £
2,26 s para os grupos GLI10 e GLI80, respectivamente. Os grupos PBS (controle) e
Met apresentaram nesse tempo, TEPpgs= 28,97 + 6,42 s € TEPye= 26,75 £ 7,64 S
(Fig.19A e B). O tratamento prévio com metisergida (s.c.) antes de GLI10 intra-
SCPd foi capaz de diminuir, de forma significativa, o TEP dos animais na primeira
fase, em relagdo ao controle (Fig.19A: ANOVA; F340= 38,23 e Fig.19B: ANOVA;
F(3,40= 17,08).
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Figura 18. Efeito do tratamento sistémico com metisergida nas acdes h iper e
hiponociceptivas da glicina na SCPd, no teste de in  capacitacdo articular
induzida por formalina, em ratos.  Glicina intra-SCPd, 30 min apods salina s.c.,
na dose de 10 nmoles (A: Sal-GLI10) aumentou e na dose de 80 nmoles (B: Sal-
GLI80) diminuiu o TEP na segunda fase de resposta a formalina (F2), em relacdo
ao grupo controle que recebeu PBS intra-SCPd apés salina s.c. (Sal-PBS). O
grupo que recebeu PBS intra-SCPd ap0s metisergida s.c. (Met-PBS) apresentou
diminuicao significativa do TEP na F2, em relacdo ao controle. A letra B, no eixo
das abcissas, representa o tempo de elevacdo da pata (TEP) basal, F1 e F2
significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-60 min) de resposta nocifensiva da formalina
2 % intra-articular e n, o nimero de animais de cada grupo. Os dados
representam a media + epm, analisados pela ANOVA de uma via (para medidas
repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet em relagdo ao controle (Sal-PBS),
onde *= P< 0,05; **= P< 0,01.
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Figura 19. Efeito da microinjecdo de glicina associada com met isergida na
SCPd, no teste de incapacitagao articular induzida por formalina, em ratos.
Glicina intra-SCPd, 30 min ap6s salina s.c., na dose de 10 nmoles (A: Sal-GLI10)
aumentou e na dose de 80 nmoles (B: Sal-GLI80) diminuiu o TEP na segunda
fase de resposta a formalina (F2), em relacdo ao grupo controle que recebeu PBS
intra-SCPd ap6s salina s.c. (Sal-PBS). GLI10 associada a metisergida (A:
Met+GLI10) apresentou diminuicdo significativa do TEP na F1, em relacdo ao
controle. A letra B, no eixo das abcissas, representa o tempo de elevagéo da pata
(TEP) basal; F1 e F2 significam fases 1 (0-5 min) e 2 (10-60 min) de resposta
nocifensiva da formalina2% intra-articular e n, o numero de animais de cada
grupo. Os dados representam a media = epm, analisados pela ANOVA de uma
via (para medidas repetidas na F2) seguida do teste de Dunnet em relacdo ao
controle (PBS), onde *= P< 0,05;

**r= P< 0,001.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho encontram-se resumidos na
tabela 2 abaixo.

Tabela 2- Resumo dos principais efeitos dos tratamentos intra-SCPd nos testes de
incapacitagao articular induzida por formalina (2%), formalina na pata (FP), tail flick
e labirinto em cruz elevado (LCE).

Tratamento Efeito no testes utilizados
intra-SCPd IAF FP TF LCE

GLI10 hiper 0 0

GLI80 hipo hiper hipo

STR hiper** hiper hipo ansiogénico

STR+GLI10 nao-reverte

STR+GLI80 reverte hiper hipo

HA hiper 0 0

HA+GLI80 hiper reverte reverte

7CL+GLI10 reverte

7CL+GLI8O reverte

Nx (s.c.)-GLI10 reverte

Nx (s.c.)-GLI80 reverte

NX hipo

Nx+GLI10 reverte

Nx+GLI80 reverte

Met (s.c.)-GLI10 reverte

Met (s.c.)-GLI80 reverte

Met+GLI10 reverte

Met+GLI80 reverte

Tratamento intra -SCPd = GLI10: glicina 10 nmoles; GLI80: glicina 80 nmoles; STR:
estricnina; STR+GLI10: estricnina com glicina 10 nmoles ; STR+GLI80: estricnina com
glicina 80 nmoles, HA: HA966; HA+GLI80: HA966 com glicina 80 nmoles; 7CL+GL10:
acido 7 cloroquinurénico com glicina 10 nmoles; STR+GLI80: &cido 7 cloroquinurénico
com glicina 80 nmoles; Nx (s.c.)-GLI10: naloxona subcuténea antes da glicina 10 nmoles
na SCPd; Nx (s.c.)-GLI80: naloxona subcutanea antes da glicina 80 nmoles na SCPd;
Nx+GLI10: naloxona com glicina 10 nmoles; Nx+GLI80: naloxona com glicina 80 nmoles;
Met (s.c.)-GLI10: metisergida subcutanea antes da glicina 10 nmoles na SCPd; Met (s.c.)-
GLIBO: metisergida subcutanea antes da glicina 80 nmoles na SCPd; Met+GLI10:
metisergida com glicina 10 nmoles; Met+GLI80: metisergida com glicina 80 nmoles.

Efeitos = hipo: hiponociceptivo; hiper: hipernociceptivo; 0: sem efeito; reverte: blogueia o
aparecimento do efeito da glicina na dose associada no respectivo teste.

*: sem efeito na dose de 20 nmoles; **: tendéncia de efeito.
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Nossos resultados, de uma maneira geral, revelaram que a glicina
microinjetada nas colunas dorsais (principalmente na DL caudal) da SCP facilita ou
inibe a nocicepcdo, dependendo da dose microinjetada e do teste nociceptivo
empregado. Ambos os efeitos facilitatorio e inibitorio foram blogueados pelo 7CL e
pelo HA, ambos antagonistas da glicina no receptor GLIg-NMDA. A estricnina,
antagonista do receptor glicinérgico GLIa, induziu efeito hipernociceptivo no teste da
formalina na pata e efeito hiponociceptivo no teste do tail flick, e no teste do LCE
evocou forte efeito tipo-ansiogénico. Mostramos também o envolvimento de vias
opioidérgicas e serotoninérgicas nos efeitos hiper e hiponociceptivos da estimulacéo
da SCPd com glicina.

A localizacdo histologica dos sitios das injecdes revelou que os efeitos
facilitatorios e inibitorios da glicina na nocicepcdo nao ocorreram fora da SCP,
levando em consideracdo que todas as inje¢des realizadas no coliculo superior,
tanto no modelo da incapacitacdo articular quanto no teste do tail flick néo
provocaram tais efeitos. Alguns pesquisadores conseguiram inibir o reflexo do tail
flick com a estimulacdo das camadas mais profundas do coliculo superior
(COIMBRA e BRANDAO, 1997), no entanto, o estimulo utilizado para ativar esta
estrutura foi a corrente elétrica, o que difere da estimulagdo quimica com glicina
estudada neste trabalho. Ainda fazendo uso dos dados da histologia, é valido
deduzir que o espraiamento dos 0,3 pl de glicina ndo ultrapassou a regiao dorsal,
tendo em vista que as inje¢cdes nas colunas laterais e no aqueduto de Sylvius
(regides limitrofes) bem como no coliculo superior, ndo induziram alteracdo
significativa no comportamento nociceptivo.

O papel inibitério da SCP na nocicepcdo e na dor ja estd bem definido e
comecou a ser estabelecido apos trabalhos com estimulacéo elétrica em animais
(REYNOLDS, 1969; MEYER et al., 1971; MEYER e PRICE, 1976; FARDIN et al.,
1984) e humanos (MEYER, 1984; YOUNG e BRECHNER, 1986). Posteriormente,
estudos com estimulagcédo quimica da SCP com aminoacidos excitatérios (JENSEN e
YAKSH, 1984; JACQUET, 1988; MORGAN e FRANKLIN, 1988; JENSEN e YAKSH,
1992) e com opidides (YEUNG et al., 1977; JENSEN e YAKSH, 1989) reforcaram o
papel inibitério da SCP sobre a nocicepcdo. Nosso estudo mostrou que a
microinjecao de glicina, em altas doses, na SCPd provocou diminuicao significativa
da nocicepcéo (hiponocicepc¢éo) da incapacitacéo articular (em ambas as fases) e do

tail flick. Sugerindo que a estimulacdo da SCPd com glicina é capaz de ativar vias
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descendentes inibitérias diminuindo o reflexo nociceptivo medular. No entanto, a
estimulacdo da SCPd com glicina em baixas doses no teste da incapacitacéo
articular e em altas doses no teste de formalina na pata induziu hipernocicepcéo, o
que indica que a SCP também pode exercer um papel facilitatorio da nocicepcéao.
Estudos recentes reforcam esta idéia, pois inje¢cdo de capsaicina e prostaglandinas
na SCP também foram capazes de facilitar a nocicepcdo (McGARAUGHTY et al.,
2003; OLIVA et al., 2006).

Desde o inicio da década de 90, um numero crescente de trabalhos tem
mostrado que o sistema descendente de controle da dor, presumivelmente aquele
proveniente da ponte e do bulbo, pode facilitar a transmissdo medular dos impulsos
nociceptivos (GEBHART, 1999; URBAN e GEBHART, 1999; PERTOVAARA, 2000;
PORRECA et al., 2002; REN e DUBNER, 2002; SUZUKI et al., 2004; OSSIPOV et
al., 2005). Estudos funcionais tém implicado o RVM em varios modelos de
hipernocicepcéo e dor crénica. Assim, verificou-se que o RVM medeia processos de
hipernocicepcdo em modelos de inflamacdo e neuropatias, como o teste de
formalina, teste do 6leo de mostarda e ligacdo de nervo periférico (HEINRICHER et
al., 2003; PORRECA et al., 2002). Além dessas investigacdes com testes de dor
persistente, Zhuo e Gebhart (1992) haviam demonstrado que a baixa intensidade de
estimulacao elétrica em alguns sitios no RVM facilitava o reflexo do tail flick. Nossos
achados mostram influéncias facilitatérias provenientes da SCPd nos
comportamentos nociceptivos gerados em testes de nocicepcdo aguda e tonica,
como o teste de formalina, mas ndo no teste de nocicepcao fasica, o tail flick.
Provavelmente, porque, no presente estudo, a ativacdo da SCPd ocorreu de
maneira menos intensa se comparada aquela vista com a estimulacao elétrica, que
também ativa fibras de passagem provenientes de outras regides ou estruturas
cerebrais (Ranck, 1975). Além disso, a anestesia utilizada nos experimentos de
Zhuo e Gebhart (1992) pode ter interferido nos resultados encontrados. A literatura
mostra ainda que 0 aumento da transmissao nociceptiva € seletivo para certos tipos
de estimulos. Por exemplo, o RVM nédo é importante para os fenédmenos de
hipernocicepcdo em torno de lesdes feitas por cortes incisionais (POGATZKI et al,
2002) ou apos inflamacéo crénica (REN e DUBNER, 2002), o que sugere que 0
sistema SCP-RVM pode facilitar a nocicepcdo em alguns, mas ndo, em todos os

modelos.
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Assim como o efeito inibitorio, a facilitacdo proveniente da estimulacdo da
SCPd pode ter o envolvimento dos neurénios do RVM (URBAN e GEBHART, 1999;
PORRECA et al., 2002). Porém, como vimos na introducdo deste trabalho, a coluna
dorsal da SCP projeta-se principalmente para o DLPT, e ndo para o0 RVM
(CAMERON et al., 1995). Neste caso, projecbes noradrenérgicas para 0 cOrno
dorsal da medula espinhal (WESTLUND et al., 1983) podem explicar os efeitos
inibitérios (MILLAN, 1997; PERTOVAARA, 2006) e os facilitatérios (MARTIN et al.
1999). Contudo, como citado anteriormente, a SCPd pode influenciar indiretamente
o RVM, também via locus coeruleus (CAMERON et al., 1995).

Os circuitos neuronais que modulam a dor existem porque a habilidade de
suprimir ou aumentar os reflexos nocifensivos e outras respostas normalmente
desencadeadas pelo estimulo nocivo aumenta as chances de sobrevivéncia do
individuo. Assim, por exemplo, a supressdo do reflexo nocifensivo pode facilitar a
fuga frente a uma ameaca, enquanto, o0 aumento da dor, na presenca da leséao
tecidual e da inflamacéo, poderia promover recuperacdo e cura (WATKINS et al.,
1995). Devido a importancia do controle descendente na definicdo da experiéncia da
dor (LUMB, 2001) e os diferentes papéis das fibras aferentes priméarias A e C na dor
aguda e crobnica, alguns autores (WATERS e LUMB, 1997; HEINRICHER et al.,
2008) sugerem que o controle descendente da dor pode modular seletivamente a
informacéo nociceptiva conduzida por essas fibras. Estudos anteriores ja haviam
mostrado que o RVM exerce influéncias opostas sobre os reflexos nociceptivos
medulares (HUDSON e LUMB, 1996). Recentemente, através de registros
eletrofisiol6gicos no corno dorsal da medula espinhal, foi demonstrado que as
respostas nociceptivas mediadas por neurdnios medulares C+ (positivo para os que
recebem sinal das fibras aferentes primarias C) e C-, foram inibidas e facilitadas,
respectivamente, ap0s a estimulacdo com aminoacido excitatério da SCP (dorsal e
ventral) (McMULLAN e LUMB, 2007; WATERS e LUMB, 2008). No entanto, nossos
achados sugerem que a inibicdo e a facilitacdo induzida pela ativacdo da SCPd néo
depende do fenotipo da fibra aferente nociceptiva estimulada, pelo menos
guimicamente. Nos testes de formalina, por exemplo, a SCPd tanto inibiu quanto
facilitou as repostas a formalina intra-articular e facilitou as respostas a formalina
subcutanea. Por outro lado, no teste com estimulo térmico quente (tail flick) a

estimulacdo da SCPd inibiu fortemente a nocicepc¢ao. Evento que pode ter decorrido
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da ativacdo de influéncias inibitérias da SCP sobre as respostas mediadas pelas
fibras C mais seletivas nesse teste devido a emissao gradativa de calor (Le BARS et
al., 2001).

Outra diferenca observada no presente trabalho é referente a dose de glicina
microinjetada na SCPd. Sabe-se que a liberagéo de glicina na SCP (principalmente
na coluna ventro-lateral) esta diminuida apds estimulagdo periférica nociva
(POURCHO et al., 1992; SHERMAN et al., 1997; MAIONE et al., 2000), o que
sugere que a pouca quantidade de glicina na fenda sinaptica favoreca os quadros
hipernociceptivos. De fato, nossos achados mostraram que a glicina microinjetada
na SCPd em dose baixa causou aumento no TEP (hipernocicepcéo) e, em dose alta,
aumento da laténcia do tail flick (hiponocicepcdo) e diminuicdo no TEP
(hiponocicepcédo). No entanto, a dose alta de glicina na SCP causou aumento do
namero de comportamentos nociceptivos (NCN) durante o teste da formalina na
pata. Uma possibilidade para explicar os efeitos opostos induzidos pela glicina
microinjetada na SCPd, em diferentes doses, seria a ativacdo dos diferentes
receptores glicinérgicos presentes nessa regido. Ambos o0s receptores de glicina
sensiveis (GLIA) e insensiveis a estricnina (GLIg-NMDA) estdo concentrados
principalmente na regidao dorso-lateral da SCP (ALBIM et al., 1990; BETZ, 1991,
FUJITA et al.,, 1991; FUJIWARA et al.,, 1998). Porém, nossos achados com o0s
antagonistas 7CL e HA implicam principalmente os receptores GLIg-NMDA nos
efeitos hiper e hiponociceptivos da glicina na SCPd.

O envolvimento dos receptores NMDA no papel hiponociceptivo da SCP tem
sido evidenciado em varios estudos com aminoacidos excitatérios (JENSEN e
YAKSH, 1984; CARSTENS et al., 1990; JENSEN e YAKSH, 1992) e analogos do
NMDA (JACQUET, 1988; SIEGFRIED et al.,, 1989; JENSEN E YAKSH, 1992).
Outros achados complementam essa idéia, e mostram que a hiponocicepc¢ado, apos
ativacdo dos receptores NMDA na SCP, é consequéncia, de uma forma geral, da
liberacdo de neurotransmissores hiponociceptivos (norepinefrina e serotonina) das
vias bulbo-espinhais (FINK et al.,, 1992). Recentemente foi mostrado que o0s
neurénios glutamatérgicos da SCP ativam diretamente as células OFF e inibem as
células ON do RVM (TORTORICI e MORGAN, 2002).

Por outro lado, recentemente, Xu e colaboradores (2007), através de estudos
eletrofisioldgicos, mostraram que os receptores NMDA apresentam papéis opostos

no RVM: produzem hiponocicepc¢ado quando recrutados para ativar as células OFF
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na analgesia opidide e hipernocicepcdo quando contribuem para ativacdo das
células ON apos uma inflamacéo. Esse efeito dual dos receptores NMDA no bulbo
também ja foi visto em estudos usando estimulo elétrico ou outros estimulos
quimicos como glutamato e neurotensina. Baixas intensidades do estimulo elétrico,
ou doses baixas da concentracdo da substancia quimica, no mesmo sitio do RVM
induziram facilitacdo da nocicep¢do medular, enquanto altas intensidade do estimulo
elétrico e altas doses de glutamato e neurotensina inibiram a nocicepcédo (ZHUO e
GEBHART, 1992; URBAN e SMITH, 1993; URBAN e GEBHART, 1997; ZHUO e
GEBHART, 1997). Em relagdo a SCP, nosso estudo é um dos poucos que mostram
o envolvimento receptor NMDA na facilitagdo da nocicepcao (JENSEN e YAKSH,
1992; VACCARINO et al.,, 1997, SUMAN et al.,, 1998). Da mesma forma que no
RVM, a dose baixa de glicina na SCPd facilitou e a dose alta inibiu a nocicepc¢ao no
teste de incapacitacao articular. No entanto, no teste do tail flick a glicina na SCPd
induziu apenas hiponocicepcao, até mesmo em doses mais baixas (20 e 50 nmoles)

daquela observada na incapacitacéao (80 e 100 nmoles).

A nocicepcéo do teste de incapacitacao articular induzida por formalina difere
claramente do teste do tail flick. Na primeira, o estimulo € agudo, mas de longa
duracdo (tbnico) o que lhe confere um carater inescapavel e, portanto, mais
estressante, ao contrario do tail flick que é fasico e escapavel e assim menos
estressante (Le BARS et al., 2001). Os dados iniciais de estimulacdo da SCP com
aminoacidos excitatorios também foram obtidos, em sua maioria, em testes fasicos
como o tail flick (JENSEN e YAKSH, 1984; JACQUET, 1988; SIEGFRIED et al.,
1989; CARSTENS et al., 1990; JENSEN e YAKSH, 1992) e, da mesma forma, nao
evidenciaram o papel facilitatorio dos receptores NMDA nessa estrutura. Sugerindo
que a qualidade do estimulo nociceptivo determina se a estimulacdo da SCPd tera
efeito hiper ou hiponociceptivo. Os testes com estimulagédo quimica persistentes sdo
0S que mais se aproximam da dor clinica (Le BARS et al., 2001).

Além disso, € importante ressaltar que na incapacitacdo articular, a
nocicepgao € oriunda de tecido somatico profundo, e no tail flick, de tecido soméatico
superficial. Da mesma forma, as principais dores clinicas originam-se de tecidos
profundos como visceras, articulagbes e musculos (Le BARS et al., 2001) e talvez,
essa caracteristica poderia ser reponsavel pela diferenca observada nos dois testes.

No entanto, os resultados obtidos com o teste de formalina aplicada na pata (agora o
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mesmo estimulo nociceptivo, porém em tecido superficial) mostram que a origem do
tecido por si s6, ndo determina a influéncia descendente da SCPd sobre a
nocicepc¢ao, visto que na mesma dose (80 nmoles) a glicina na SCPd inibiu a LTF e

aumentou o NCN.

Sabe-se que a nocicepcao oriunda dos tecidos cutaneos e profundos ativa
diferentemente a SCP e a amigdala. A SCPdI, por exemplo, parece apresentar
aumento na expressao de c-fos apds o teste de formalina na pata, enquanto a
aplicacdo de formalina no musculo induz aumento na expressao desse proto-
oncogene na SCPvl (KEAY et al., 2000). Por sua vez, a ativagdo do nucleo central
da amigdala (CeA) inibe a nocicep¢do de tecidos cutaneos e facilita a nocicepcéo
visceral (para revisdo, ver NEUGEBAUER et al.,, 2004). O fato € que ambas as
estruturas, SCP e amigdala, integram os comportamentos afetivo e nociceptivo, o
gue sugere gque o estresse causado pelo contexto nociceptivo (isto €; a qualidade do
estimulo nociceptivo, o local de origem da nocicep¢do e o ambiente) possa ser
importante para definir quais vias descendentes atuardo no processamento

nociceptivo medular.

E valido destacar que o receptor NMDA na SCP tem sido relacionado com os
comportamentos de defesa coordenados por essa estrutura. Microinjecbes de
aminoacidos excitatorios na SCPd produzem respostas defensivas dose-dependente
que vao desde uma reducado na exploracdo dos bracos abertos no labirinto em cruz
elevado (LCE) até reacdes de defesa mais intensas como comportamentos de
congelamento e fuga (CAROBREZ et al., 2001). Por outro lado, microinjecdes de
glicina ou D-serina provocam apenas reacdes de defesa mais leves, como reducéo
na exploracdo do LCE (SCHMITT et al.,, 1995; TEIXEIRA e CAROBREZ, 1999),
denotando aumento nos niveis de ansiedade, e microinje¢cdes dos antagonista, 7CL
e HA tém efeito ansiolitico (MATHEUS et al., 1994; De-SOUZA et al., 1998).

Na faixa de doses usada em nosso estudo, a glicina provavelmente produz
uma atencao progressiva para o ambiente ao redor, que € desconhecido e que pode
parecer como potencialmente mais ameacador, movimentando o animal para 0s
bragos fechados (SCHMITT et al., 1995; TEIXEIRA e CAROBREZ, 1999; SANTOS
et al., 2006). Diferentes tipos de testes ansiogénicos tém mostrado produzir
hipernocicepcdo em modelos de dor ténica (QUINTERO et al., 2000; ANDRE et al.,

2005, GAMEIRO et al., 2006), mas também aumentar o limiar de resposta em testes



66

de nocicepcao fasica (VIDAL e JACOB, 1982; JORUM, 1989, QUINTERO et al.,
2000; GEERSE et al., 2006). Os trés testes aqui utilizados representam diferentes
niveis de estresse para o animal. O teste do tail flick, como um teste nociceptivo
escapavel, € provavelmente o0 menos estressante. Ao contrario, a nocicepcao
inescapéavel induzida pela formalina € mais estressante, uma vez que o animal ndo
pode evitar o estimulo. No entanto, o teste de formalina na pata parece produzir uma
situacdo mais estressante do que o teste de incapacitacdo articular. Apés a injecéo
na pata os animais exibiram agitacdo intensa, miccao, defecacdo e compulsivos
episédios de lambida do assoalho, além dos comportamentos tradicionalmente
contados como nociceptivos, isto é; chacoalhadas, lambidas, mordidas, retiradas
e/ou erguidas da pata injetada. Por outro lado, os animais no teste de incapacitacédo
articular ndo apresentaram esses Ou outros comportamentos caracteristicos de
condigbes estressantes. Os comportamentos nociceptivos no teste de formalina na
pata também foram mais persistentes (> 60 min) que aqueles observados no teste
de incapacitacdo articular (£ 45 min). Nossa teoria para justificar os achados com
glicina na SCPd € que a ansiedade aumentaria a nocicepcado quando esta fosse a
maior fonte de estresse (BUSHNELL et al., 1985; MIRON et al., 1989; ARNTZ et al.,
1994; RHUDY e MEAGHER 2000; PLOGHAUS et al., 2003). Isto explicaria o efeito
hipernociceptivo da alta dose de glicina no teste de formalina na pata, em oposi¢ao a
hiponocicepgdo no teste do tail flick. Nesse caso, a glicina injetada na SCPd
aumentou a atencdo do animal para aquilo que causa mais estresse, isto €; a
nocicepcao ténica inescapéavel, assim aumentando a nocicepc¢do. Por outro lado, no
teste fasico e escapavel do tail flick, a nocicepcédo € eventual, o principal foco da
atencdo do animal ndo é diretamente a cauda, mas qualquer outro objeto
potencialmente ameacador, isto €; a mao do experimentador, 0 ambiente em volta,
etc. A glicina, neste caso, estaria desviando o foco de atencéo da cauda do animal,
causando assim, hiponocicepcdo. A incapacitacdo induzida pela formalina,
diferentemente de outros testes, apresentou ambos os efeitos da glicina, isto é; hiper
e hiponocicepcdo. Como mencionado acima, o teste de incapacitacao articular, ndo
produziu sinais intensos de estresse, como os do teste de formalina na pata. Assim,
€ concebivel que o teste de incapacitagdo demande menos atencdo para o sitio da
nocicepcao do que no teste de formalina na pata. Talvez por isso, a glicina em doses
baixas tenha causado hipernocicepcéo. O leve efeito tipo-ansiogénico devido a baixa

dose de glicina (SANTOS et al., 2006) pode estar aumentando o principal foco de
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estresse para 0 animal que € a nocicepcao articular. O efeito desta dose baixa de
glicina ndo aparece no teste de formalina na pata, provavelmente porque a SCPd ja
deve estar altamente ativada. Por outro lado, a alta dose de glicina pode ter
aumentado a atencdo para outras fontes de ameaca potencial do que para o joelho.
Em dose alta, glicina provocou hiponocicepc¢ao no teste de incapacitagéo articular e
hipernocicepcdo no teste de formalina na pata, sugerindo nédo ser seus efeitos
devido a um déficit motor. No teste de formalina intra-articular observado na caixa, o
fato dos animais ndo exibirem o0s comportamentos caracteristicos de situacdes
estressantes, nos sugere que a nocicep¢ao articular, ainda que fora do teste de
incapacitacéo, continua sendo menos aversiva que a nocicepgao cutanea.

O aumento da incapacitacdo causado pelo HA no teste de incapacitacao
articular induzida por formalina pode ser devido a atividade agonista parcial (isto €;
apresenta alguma atividade intrinseca nos receptores GLIg-NMDA) exibida por esta
substancia em certas circunstancias. Nesse caso, 0 aumento da incapacitacéo
articular seria similar ao causado por doses baixas de glicina. O HA nos demais
testes e o 7CL na incapacitacdo ndo causaram alteracdo na nocicepcado dos
animais.

Em humanos, a relagdo entre a intensidade da dor relatada e o estimulo
periférico responsavel pela sensacao da dor, depende de alguns fatores psicoldgicos
como, estado de alerta, atencéo, estresse e estado de humor, o que demonstra que
a percepcado da dor é influenciada pelo contexto (MELZACK et al.,, 1982). Por
exemplo, lesbes traumaticas durante competi¢cdes atléticas, ou mesmo durante um
combate podem ser totalmente indolores. Por outro lado, em situagcbes menos
estressantes, essas mesmas lesdes seriam extremamente dolorosas sob outras
circunstancias (BEECHER, 1959; MELZACK e WALL, 1982). Essa relacéo altamente
variavel entre dor relatada e intensidade do estimulo levou Head e Holmes (1911) a
postularem que o estado psicoldgico do sujeito poderia modular a percepcao da dor.
Um elemento critico do estado psicoldgico que pode modular a resposta subjetiva ao
estimulo nocivo é a atencéo. A diminuicdo da atencéo ao estimulo nocivo diminui os
indices de dor (MIRON et al., 1989), enquanto a intensidade da dor percebida é
aumentada quando a atencdo do individuo é direcionada ao estimulo doloroso
(BUSHNELL et al., 1985). Além disso, a distracdo é usada como um auxiliar no
tratamento da dor (GOOD et al., 1999).
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Estudos neurofisioldgicos e de imagem (fMRI) mostram que a modulacdo da
nocicepcao, pela atencdo e pela distracdo, levam a ativacdo de muitas regiées do
cérebro responsaveis pelo processamento da dor, com concomitantes alteracées na
sua percepcado (PEYRON et al.,, 1999; PETROVIC et al., 2000; BANTICK et al.,
2002; LEGRAIN et al.,, 2002; OHARA et al.,, 2004a, 2004b). Trabalhos recentes
confirmam a existéncia de conexdes anatdmicas entre regides corticais e tronco-
encefalicas em humanos (HADJIPAVLOU et al., 2006), capacitando, desta maneira
as influéncias corticais atencionais sobre o sistema tronco-encefalico modulatorio
descendente da dor (TRACEY et al., 2002; VALET et al., 2004).

Além disso, estudos farmacolégicos sugerem que o0 sistema
colecistocininérgico central pode fazer a mediacao entre o estado de ansiedade e o
aumento da dor (COLLOCA e BENEDETTI, 2007). Antagonistas dos receptores de
colecistocinina (CCK) mostram-se efetivos na reducdo de hiperalgesias causada
pela ansiedade ou pela antecipagdo em humanos (BENEDETTI et al., 2007) e na
hipernocicepcdo devido & exposicdo a modelos de estresse em animais (ANDRE et
al., 2005). A CCK também produziu efeitos hiperalgésicos / hipernociceptivos e
propriedades ansiogénicas em homens e em animais (para revisdo, ver BERNA et
al., 2007). Varios estudos apontam a SCP como o sitio para a expressdo desses
efeitos pelo peptideo (LIU et al., 1994; BRACK e LOVICK, 2007). Os mecanismos
pelo quais a CCK na SCP induz hipernocicepcdo e ansiedade parecem ser
dependentes da liberacdo de glutamato (LIU et al.,, 1994; YANG et al.,, 2006)
envolvendo os receptores NMDA. Em outras areas cerebrais foi mostrado que a
CCK facilita a liberacdo pré-sinptica de glutamato (MIGAUD et al., 1994; GABRIEL
et al., 1996). Esses dados com o sistema CCKérgico corroboram a relacdo entre
ansiedade e hipernocicepcdo e o possivel envolvimento dos receptores NMDA na
SCP.

Nossos resultados com o antagonista do receptor GLIs, reforcam o
envolvimento da glicina nas respostas relacionadas ao estresse e na modulacdo da
nocicepcao pela SCPd e que a glicina pode apresentar um papel ténico inibitorio
nessa estrutura. A estricnina no teste da formalina na pata causou hipernocicepc¢éao,
no tail flick, hiponocicepcédo e no teste de incapacitacdo articular, hipernocicepcao.
Efeitos semelhantes aqueles vistos com a microinjecdo de glicina na SCPd. Da
mesma maneira, o teste do LCE revelou efeito tipo-ansiogénico da estricnina na

SCPd, uma vez que diminuiu significativamente a exploragcdo dos bragos abertos.
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Sendo assim, de acordo com a nossa hipotese, a ativacdo da SCPd devido ao
blogueio dos receptores GLI4 inibitorios, provocou o desvio da atencdo do animal
para o0 alvo potencialmente mais ameacador, a pata ou o joelho, causando
hipernocicepcdo. Em contraste, no teste do tail flick, o estresse induzido pela
estricnina provavelmente provocou desvio da ateng&o para o ambiente ao redor, que
nessa situagcao deve parecer mais perigoso do que a nocicep¢ao na cauda.

Ha poucos relatos sobre o papel dos receptores GLIo supramedulares na
nocicepcao. Alguns estudos sugerem que medeiam acbes hipernociceptivas,
principalmente por inibirem neurdnios que formam parte das vias que controlam a
dor (MIN et al., 1996; ONAKA et al.,, 1996; MAIONE et al., 2000). Shin e
colaboradores (2003), por exemplo, mostraram que a corrente inibitéria de CI" para
dentro do neurbnio, através do receptor GLIa, induzido pela injecdo de
lipopolissacarideo (LPS) na SCP, causa hipernocicep¢do. Nossos achados, também
sugerem que o GLIn na SCPd pode estar inibindo as vias descendentes
modulatérias da dor, uma vez que no teste de formalina na pata além de aumentar a
nocicepcado durante a segunda fase do teste, também reduziu o periodo de
guiescéncia. Essa fase de quiescéncia, observada nos testes de formalina, sugere-
se ser devida a uma forte influéncia inibitéria das vias descendentes tronco-
encefalicas (MATTHIES e FRANKLIN, 1992; KANEKO e HAMMOND, 1997).

Em relacdo ao efeito tipo-ansiogénico, também ha& poucos achados
mostrando o efeito da ativacdo desses receptores GLIa no cérebro. A microinjecao
de estricnina na amigdala (nucleo basolateral) diminui o tempo de exploracdo nos
bracos fechados e aumenta o tempo nos bracos abertos no LCE (MCCOOL e
CHAPPELL, 2007), denotando efeito tipo-ansiolitico desse antagonista e uma funcéo
ansiogénica do receptor GLIa. No entanto, nosso estudo mostrou que na SCP
(dorsal) o receptor pode apresentar uma funcdo ansiolitica, uma vez que o
antagonista induziu efeitos contrarios daqueles observados na amigdala. A
microinjecado de estricnina na SCPd também diminuiu 0 niumero de entradas nos
bracos fechados, o que poderia ser indicativo de que, nessa dose, a estricnina
estaria afetando a atividade motora basal (CRUZ et al., 1994). No entanto, na
mesma dose (5 nmoles) no teste de formalina na pata, a estricnina aumentou 0s
comportamentos nociceptivos e no teste de incapacitacdo articular (o qual exige
coordenacao motora, por se tratar de um cilindro em rotacdo), os animais além de

conseguirem realizar o teste também mostraram aumento na nocicepcao.
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No teste de incapacitacao articular a co-administracdo de glicina na maior
dose (80 nmoles) com estricnina reverteu o efeito hiponociceptivo da glicina. No
entanto, como a estricnina apresentou efeito hipernociceptivo per se, sugere-se que
esse antagonismo seja funcional, isto €; quando efeitos opostos, por mecanismos
diferentes, se anulam mutuamente. Adicionalmente, os dados do teste de formalina
na pata e do tail flick, nos mostram que a estricnina ndo antagonizou o efeito
hipernociceptivo da glicina. Esse conjunto de resultados indica que os efeitos
observados ap0s a microinjecdo de glicina na SCP nao devem ser mediados pela
ativacédo do receptor GLIA, uma vez que co-administracdo de glicina com estricnina,
nao preveniu os efeitos hiper ou hiponociceptivos mediados por esse aminoacido na
SCPd. Nao obstante, se analisarmos os comportamentos defensivos causados por
algumas microinjec6es com doses altas de glicina (100 nmoles) e de estricnina (10
nmoles) observam-se caracteristicas diferentes entre eles.

A estimulagéo elétrica ou com aminoacidos excitatérios das colunas dorsal e
lateral da SCP produzem um conjunto de comportamentos incondicionados
denominados de “reacfes de defesa”. Estes comportamentos compreendem:
imobilidade, exoftalmia, trote, galope, pulos, miccao e defecacdo (BITTENCOURT et
al., 2004). Em contraste, no presente estudo, tanto a hiponociccep¢ao quanto a
hipernocicepcéo induzidas pela estimulagdo com glicina da SCPd foram observadas
na auséncia dessas reacoes, provavelmente porque a estimulacdo com esse co-
agonista do receptor NMDA ocorra de maneira mais discreta daquela observada
com estimulacao elétrica ou agonistas totais desse receptor. Apenas eventualmente
foram observadas tais reacbes de defesa, como por exemplo, em alguns animais
que receberam glicina na dose de 100 nmoles e, principalmente, estricnina nas
doses 10 nmoles. Os efeitos comportamentais do agonista e do antagonista
apresentaram curso temporal diferente. A glicina (100 nmoles) induziu exoftalmia,
sobressaltos e corridas ap6s 35-40 min de sua aplicacdo na SCPd e durava
aproximadamente 50 min. Por outro lado, 5-10 min apdés a administracdo de
estricnina (10 nmoles) foram suficientes para evocar tais reacdes de defesa as quais
permaneciam por até 15 min.

Os resultados do presente estudo indicam que os efeitos da glicina na SCPd
sao provenientes da sua acéo no receptor GLIg-NMDA. Entédo, qual seria o papel do
GLIa nessa regido? Alguns estudos mostram que o GLI apresenta importante papel

inibitério uma vez que controla a excitabilidade neuronal. Essa funcdo homeostatica
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tem sido confirmada através de estudos eletrofisiol6gicos no hipocampo (ZHANG et
al., 2008), cortex pré-frontal (CHEN et al., 2003) neurbnios da lamina X da medula
espinhal (BRADAIA et al., 2004) e em motoneurbnios do hipoglosso (LIM et al.,
2004). Esses estudos mostraram que manipulacbes que aumentem a glicina
extracelular, como por exemplo, o uso de inibidores do GLIT1 (proteina glial que faz
a re-captacdo de glicina na sinapse inibitoria) facilitam as respostas excitatorias
induzidas pelo receptor NMDA. De acordo com essa idéia, os resultados do nosso
trabalho indicam que o GLIy possa estar de alguma maneira modulando os
receptores GLIg-NMDA, uma vez que a estricnina ndo bloqueou o efeito da glicina,
mas induziu os mesmos efeitos na nocicep¢do desse agonista, incluindo também os
efeitos tipo-ansiogénicos

Mas, como ocorreria essa modulacdo do GLI5 nos efeitos induzidos pelo
receptor GLIg-NMDA se ambos sao ativados pela glicina? Como vimos, alguns
autores sugerem que o0s receptores GLIy possam estar inibindo as vias
descendentes modulatoras da dor (MIN et al., 1996; ONAKA et al., 1996; MAIONE et
al., 2000; SHIN et al.,, 2003). Desta maneira, sugerimos uma possibilidade, de
acordo com o esquema abaixo (Fig.20). O receptor GLIA poderia estar localizado em
um interneurbnio excitatério que por sua vez, ativaria as vias descendentes
modulatorias da dor através do receptor GLIg-NMDA. A microinjecdo de glicina
ativaria ambos o0s receptores e, em um primeiro momento, inibiria as vias
descendentes da SCPd. No entanto, a complexa cinética do receptor GLIa, que apos
a rapida ativacdo sofre desativacdo (para revisdo, ver BETZ e LAUB, 2006)
permitiria a expressao dos efeitos excitatérios provocados pelo receptor GLIg-NMDA
ativado. Essa proposta justificaria também os comportamentos defensivos induzidos
pela estricnina iniciarem mais rapidos que os induzidos pela glicina. A estricnina
inibe a acdo da glicina na SCPd através do bloqueio do receptor GLIa, provocando
uma desinibicdo neuronal.

No entanto, ndo existe ainda um estudo mostrando que ocorra sinapse
inibitéria funcional da glicina na SCPd, mas existem varias evidéncias que apontam
tanto a presenca de células imunorreativas a glicina quanto a presenca do receptor
GLIA funcional (detectado pelas subunidades a do receptor) nessa estrutura. Nao
obstante, também ja foram encontradas altas concentracdes de GLIT1 no tronco
cerebral (para revisao, ver LEGENDRE et al., 2001).
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Figura 20. Proposta de modulacdo glicinérgica entre as células localizad as na
SCPd. Painel I) o interneurdnio excitatorio (A) apresenta o receptor de glicina sensivel &
estricnina (GLlp) que apoOs ativacdo pela glicina (GLI) fica permeavel aos ion CI,
provocando hiperpolarizagdo neuronal. O neurdnio eferente (B) apresenta o receptor
NMDA que possui um sitio para a glicina insensivel a estricnina (GLIg-NMDA). Painel II)
O GLIA é rapidamente desativado quando a GLI é recaptada pelo seu transportador
especifico tipo 1 (GLIT1) para dentro das células gliais satélites (C), simultaneamente
com CI" e Na'. A desinibicdo do neurénio A induz a liberagdo de GLU (glutamato) que
juntamente com GLI ativam o receptor NMDA provocando o influxo de Ca*,
consequentemente a despolarizacdo neuronal.
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Além dos antagonistas do receptor GLIg-NMDA (7CL e HA), o antagonista
dos receptores p-opidides (naloxona) alterou significativamente o perfil dos efeitos
provocados pela microinjecéo de glicina na SCPd no teste de incapacitacao articular
induzida por formalina. Naloxona aplicada pela via sistémica (s.c., 30 min antes) ou
intra-SCPd antagonizou os efeitos hiper e hiponociceptivos da glicina no teste de
iIncapacitagdo articular induzido por formalina.

Sugere-se que o0s neurbnios opioidérgicos na SCP exercam influéncia
inibitdria nos interneurdnios GABAEérgicos, 0s quais por sua vez, inibem tonicamente
vias aferentes excitatérias da SCP. Nesse contexto, a desinibicdo dos neurdnios
excitatérios pelos antagonistas GABAérgicos ou pela morfina (agonista opidide)
contribuiriam para a hiponocicepcdo (VAUGHAN e CHRISTIE, 1997; VAUGHAN et
al., 1997). No nosso estudo, a naloxona (sistémica e intra-SCPd) bloqueou o efeito
hiponociceptivo da SCPd apo6s estimulacdo com glicina. Em trabalhos anteriores
utilizando formalina mais concentrada (5 %), a naloxona também bloqueou o efeito
hiponociceptivo da estimulacdo da SCPd com glicina (MARTINS, 2005). O que nos
sugere o envolvimento das vias opioidérgicas no efeito hiponociceptivo da
estimulacdo da coluna dorsal da SCP. No entanto, os resultados da literatura séo
contrarios aos nNossos, pois mostram que a naloxona somente reverte a analgesia
produzida pela estimulagdo da regido ventral ou ventro-lateral da SCP (CANNON et
al., 1982; FARDIN et al., 1984; CARSTENS e WATKINS, 1986; NICHOLS et al.,
1989; THORN et al., 1989; VAN-PRAAG e FRENK, 1991). A eficacia da naloxona
(sistémica e intra-SCPd) em bloquear o efeito hiponociceptivo da estimulagédo da
regido dorsal com glicina, pode ter sido em decorréncia de alguns fatores. Por
exemplo, o estimulo nociceptivo periférico aplicado (JENSEN e YAKSH, 1984), uma
vez que o estimulo fasico e o estimulo tbnico podem utilizar vias diferentes tanto
para producéo quanto para supressao da nocicepcdo (RYAN et al., 1985). Em todos
os trabalhos nos quais a naloxona n&o reverte a hiponocicepgédo provocada pela
estimulacdo elétrica da SCPd, o estimulo utilizado foi de nocicepcdo fasica
(CANNON et al., 1982; NICHOLS et al., 1989; THORN et al., 1989; COIMBRA e
BRANDAO, 1997). Outro critério que poderiamos sugerir para a reversdo da
naloxona € a intensidade pela qual a SCPd é ativada. A estimulacdo com corrente
elétrica ou com aminoacidos excitatérios da SCPd pode excitar muitas vias
antinociceptivas dessa regido, entre elas vias opioidérgicas (FEDYNYSHYN et al.,
1989) colinérgicas (GUIMARAES e PRADO, 1994) serotoninérgicas (COIMBRA et
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al., 1992; COIMBRA e BRANDAO, 1997) e vias canabinbides (WALKER et al, 1998).
Somada a essas, a estimulacdo elétrica ativa ainda as fibras de passagem
provenientes de outras regibes ou estruturas cerebrais (RANCK, 1975). A
estimulacdo, com corrente elétrica ou com aminoacidos excitatorios, apresenta
intensidade mais potente que aquela vista apenas com 0 aminoacido glicina,
provavelmente por isso, quando se retira 0 componente opioidérgico da
hiponocicepcdo provocada pela corrente elétrica, esse nao altera o efeito
hiponociceptivo final da SCPd.

Dentro da SCP, os receptores p-opidides estdo distribuidos de maneira
homogénea nas regides dorsal e ventral (GOODMAN e PASTERNAK, 1985) e de
acordo com Fields (1991) estdo envolvidos nos efeitos hiponociceptivos dessa
estrutura (FIELDS et al., 1991). No nosso estudo, a naloxona aplicada pela via
sistémica além de bloguear o efeito hiponociceptivo também bloqueou o efeito
hipernociceptivo da glicina na SCPd no teste de incapacitagéo articular induzida pela
formalina. O que sugere o envolvimento dos receptores opidides nos efeitos hipo e
hipernociceptivos da estimulagdo da SPCd com glicina. Burdin e colaboradores
(1992) mostraram que opidides na SCPd poderiam induzir hipernocicep¢do e que
esta seria sensivel a aplicacdo sistémica de naloxona, o que corrobora com nossos
achados. Por outro lado, o bloqueio do efeito hipernociceptivo da glicina na SCPd
apos naloxona intra-SCPd juntamente com glicina no nosso trabalho, pode ter sido
em virtude do efeito per se da naloxona intra-SCPd no teste de incapacitacéo
articular. Desta maneira, o efeito hiponociceptivo da naloxona pode ter anulado o
efeito hipernociceptivo da glicina neste teste (antagonismo funcional).

Adicionalmente, ao seu papel na modulacdo da dor, os receptores p-opioides
também apresentam papel na modulacdo das fungdes comportamentais e
auton6micas da SCP. Microinjecdes de morfina em baixas doses na SCPd atenuam
as consequéncias aversivas da estimulacdo elétrica do cérebro (CARDOSO et al.,
1992; JENCK et al.,1986; JENCK et al., 1993) e produzem efeito tipo-ansiolitico no
LCE. Em contrapartida, quando injetada em altas doses na SCPd causa ativacao
comportamental, similar as reagfes induzidas pela estimulacdo elétrica (MOTTA e
BRANDAO, 1993), além de produzir efeito tipo-ansiogénico no LCE (BURDIN et al.,
1992). O efeito antiaversivo parece ser mediado pelos receptores p- e o aversivo,
pelos receptores k-opidides (MOTTA e BRANDAO, 1993; MOTTA et al., 1995).
Esses achados nos sugere que o efeito hiponociceptivo do antagonista opidide intra-
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SCPd observado no presente estudo, pode ter sido em decorréncia do aumento dos
comportamentos relacionados a ansiedade e consequentemente o desvio da
atencdo do animal para o ambiente potencialmente mais ameacador. Uma vez que
de acordo com a nossa hipétese, o estresse aumenta a nocicep¢ao quando esta for
o principal foco de atencédo para o animal.

Alguns estudos mostram o envolvimento de vias serotoninérgicas no efeito
hiponociceptivo que acompanha os comportamentos defensivos induzidos pela
estimulacdo elétrica ou quimica da SCPd (JENSEN e YAKSH, 1984, NICHOLS et
al., 1889; COIMBRA e BRANDAO, 1997; BRANDAO et al., 1999). A hiponocicep¢ao
induzida pelo medo gerado por estimulacdo do teto mesencefalico (SCPd e coliculo
inferior) foi inibida por microinjecbes de bloqueadores serotoninérgicos
(FANSELOW, 1991; COIMBRA et al., 1992; COIMBRA e BRANDAO, 1997). No
nosso trabalho, o estresse induzido pela nocicepgéo articular induzida pela formalina
acrescido do estresse causado pela microinjecdo de glicina na SCPd evocou hipo e
hipernocicepcdo dependendo da dose de glicina. A metisergida pela via sistémica e
intra-SCPd bloqueou ambos os efeitos da glicina na SCPd. Os neurdnios
imunorreativos a 5-HT encontram-se distribuidos por toda SCP (CLEMENTS et al.,
1985) e suas acdes modulatérias na nocicep¢do, de acordo com nosso trabalho,
envolve principalmente os receptores 5-HT;a e 5-HT,, na regido dorsal. Na
concentracdo utilizada (0,03 pmoles) a metisergida bloqueia os subtipos 5-HTiapr €
5-HT2a.c. (5-HT ...2008). Estudos recentes reforcam o envolvimento dos receptores
serotoninérgicos 5HT;a nas acdes tipo-ansiogénicas dos receptores NMDA na SCPd
(MORAES et al., 2008).



6 CONCLUSAO

Esse estudo mostrou que existem vias hipernociceptivas, além daquelas
hiponociceptivas ja evidenciadas dentro da coluna dorsal da SCP, as quais podem
ser ativadas pelo aminoacido glicina. Os receptores glicinérgicos GLIg-NMDA
localizados na SCPd apresentam-se diretamente envolvidos nessa ativagcdo. Os
receptores GLIla, por sua vez, tem papel tdnico inibitério nas vias descendentes
modulatérias da dor da SCPd. Neurdnios opioidérgicos e serotoninérgicos, fazem
parte dessas vias descendentes hiper e hiponociceptivas ativadas pela glicina na
SCPd.

Estamos sugerindo que o estresse induzido pela glicina na SCPd juntamente
com o estresse do teste nociceptivo, aumentam a nocicep¢do quando esta for o
principal foco de atencdo. Assim, a SCPd poderia ser um substrato neuronal
responsavel por modular a nocicep¢ao de acordo com a demanda atencional gerada
pelo foco estressor.
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APENDICE A — Subunidades e mecanismo de acéo dos re  ceptores
NMDA

Os receptores NMDA sédo complexos tetraméricos formados pela combinacao
de duas subunidades (KEMP e MCKERNAN, 2002; PRYBYLOWSKI e WENTHOLD,
2004). Foram clonadas trés familias de subunidades, designadas, NR1, NR2, e NR3
(CULL-CANDY et al., 2001). A maioria dos receptores funcionais no SNC dos
mamiferos é formada pela combinacdo das subunidades NR1 e NR2, contendo o0s
sitios de reconhecimento para o co-agonista glicina e para o0 glutamato,
respectivamente. Estudos eletrofisiolégicos mostraram a seguinte classificacdo para
as afinidades relativas da glicina para o sitio GLIg: NR1/NR2D > NR1/NR2C >
NR1/NR2B > NR1/NR2A (KUTSUWADA et al.,, 1992; PRIESTLEY et al., 1995;
NAHUN-LEVY et al., 2001). Durante o potencial de repouso da membrana o canal
do receptor encontra-se bloqueado pelo Mg®"; a despolarizacdo remove este
bloqueio e permite o influxo de fons (Ca®*, Na*, K*) quando o canal liga-se ao
glutamato e ao co-agonista. Prétons e poliaminas (espermina e espermidina) ligam-
se ao dominio N-terminal para aumentar a permeabilidade do complexo receptor aos
cations. Além disso, a maioria dos receptores NMDA é inibida pelo Zn** de maneira
dependente de voltagem e é influenciada pelo estado de oxi—reducéo da subunidade
NR1.
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APENDICE B - Subunidades e mecanismo de acéo dos re  ceptores
GLIA

Os receptores inibitérios da glicina (GLIA) pertencem a superfamilia dos
receptores de canais de natureza pentamérica composto por 4 subunidades a e 1 3.
Nos neurdnios de vertebrados, estes receptores sdao competitivamente inibidos por
baixas concentracbes (namomolar) de estricnina e potencializados por baixas
concentracfes de etanol e zinco. As acdes inibitérias da glicina resultam de um
aumento na condutancia do ion cloreto pelo receptor GLIa, causando

hiperpolarizagdo da membrana neuronal (para revisdo, ver Legendre, 2001).
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