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RESUMO

A substéancia cinzenta periaquedutal (SCP), além de ser um importante sitio para
o processamento do medo e da ansiedade, € o principal componente do sistema
descendente inibitorio da dor. A SCP pode ser dividida em quatro colunas longitudinais
ao longo do seu eixo rostro-caudal, que s&o elas: dorso-lateral, dorso-medial, lateral e
ventro-lateral. A ativagcdo em muitas espécies da regido dorsal da SCP através de
estimulos elétricos ou quimicos provoca reagdes aversivas e antinocicepg¢ao. O objetivo
geral desse estudo foi avaliar o efeito da estimulagdo com glicina da regido dorso-lateral
da SCP (SCPdI) num teste de nocicepgéo profunda, o modelo de incapacitagao articular
induzida por formalina. A incapacitagao articular foi provocada pela formalina (5 %, 50
1) aplicada no joelho direito de ratos machos Wistar (250-350 g). O modelo consiste
basicamente de um cilindro rotatério (sobre o qual os animais sdo colocados a
caminhar) e um computador, o qual auxilia no registro do tempo total em que pata
estudada se eleva durante um periodo de 60 s (tempo de elevagdo da pata: TEP).
Registrou—se o TEP a cada 5 min durante um periodo de teste de 60 min. A injegao
intra-articular da solugéo de formalina induziu duas fases de respostas nocifensivas: as
fases 1 (0-5 min) e 2 (10-45 min), separadas por um periodo de deambulagdo
praticamente normal (fase quiescente, 5-10 min). As fases 1 e 2 foram inibidas pela
morfina (4,0 mg / kg, s.c.), agonista opidide, enquanto o diclofenaco (5,0 mg / kg, i.p.),
inibidor das cicloxigenases, inibiu apenas a fase 2 da resposta nocifensiva. O
midazolam (0,25 e 1,0 mg / kg, i.p.), agonista benzodiazepinico, inibiu a fase 2 da
resposta com a menor dose, porém nao teve efeito na dose maior. Contudo, a maior
dose de midazolam e o pentilenotetrazol (30,0 mg / kg), antagonista GABAérgico,
demonstraram tendéncia em inibir a fase de quiescéncia. A injecdo intra-SCPd| de
glicina (100 nmoles / sitio), agonista Gli-B/NMDA, 5 min antes da formalina, inibiu a
incapacitagdo. Efeito que foi totalmente revertido pelo acido 7-cloroquinurénico (10
nmoles / sitio), antagonista Gli-B/NMDA, e parcialmente pela naloxona (1,0 mg / kg,
s.c., 50 min antes), antagonista opidide. No teste de retirada da cauda por estimulo
térmico (tail-flick) a injecdo de glicina na SCPdl aumentou a laténcia para retirada da

cauda, porém este efeito ndo foi revertido pela naloxona. Nossos resultados mostraram
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que o modelo de incapacitacdo articular induzida por formalina, apesar de responder
aos analgésicos classicos como outros modelos de dor cutanea, difere destes por
demonstrar potente efeito antinociceptivo para a droga ansiolitica e um aparente efeito
hiperalgésico para a droga ansiogénica. Além disso, foi demonstrado que circuitos
antinociceptivos ativados pela inje¢cdo de glicina na SCPdl podem ser mediado por vias

opidides se a estimulagéo nociceptiva tiver origem em tecido somatico profundo.
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ABSTRACT

The periaqueductal gray (PAG), besides to be an important site for processing of
fear and anxiety, is the major component of a descending pain inhibitory system. The
PAG can be subdivided in four longitudinal columns along the rostrocaudal axis and the
subdivision are dorsolateral, dorsomedial, lateral e ventrolateral. In different animal
species, the activation of dorsal portion of PAG, by electrical or chemical stimuli, elicits
aversives reactions and antinociception. Our study has as a general objective to
evaluate the effect of glycine microinjection into the dorsolateral portion of the PAG
(PAGdI) in a deep-somatic nociception model, the knee-joint incapacitation test induced
by formalin. The joint incapacitation was induced by formalin injection (5 %, 50 pl) into
right knee of the male Wistar rats (250-350 g). The model consists basically a revolving
cylinder on which the animals are placed to walk for 1 min periods each 5 min intervals
after formalin injection, and a computer-assisted device registrates the total time that the
specific hind paw loses the contact with the surface of the cylinder (i.e: paw elevation
time; PET). The injection of formalin into one knee-joint of rats induced two phases of
the nocifensive responses characterized by a guarding behavior of the affected limb:
phases 1 (0-5min) and 2 (10-45 min). Both phases were interposed by period of almost
normal gait (quiescent phase, 5-10 min). The phases 1 and 2 were inhibited by
morphine (4.0 mg / kg, s.c.) an opioid agonist, while diclofenaco (5.0 mg / kg, i.p.) a
cyclooxygenase inhibitor, inhibited only phase 2 of the nocifensive response. Midazolam
(0.25 and 1.0 mg / kg, i.p.) benzodiazepine agonist, inhibited the phase 2 of the
response at lower dose but it did not have effect at higher dose. For other hand,
midazolam at higher dose and pentylenetetrazol (30,0 mg / kg, i.p.) a GABA antagonist,
tended to enhance incapacitation in the quiescent period. The injection Intra-PAGdI (100
nmol / site) of glycine, a Gli-B/NMDA agonist, 5 min before formalin inhibited the
incapacitation. This effect was totally antagonized by 7-clorokynurenic acid (10 nmol /
site) a Gli-B/NMDA antagonist, and partially by naloxone (1.0 mg / kg, s.c, 50 min.
before) an opioid antagonist. In the tail flick test, the PAGdI glycine injection increased
the latency of the test, however this effect was not reversed by naloxone. Our results
have shown that despite responding to the classical analgesics as other cutaneous pain
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models, the knee-joint incapacitation test induced by formalin differs of these by
demonstrating an intense antinociceptive effect for the anxiolytic drug and an apparent
hyperalgesic effect for the anxiogenic drug. It was demonstrated that the antinociceptive
circuits activated by the PAGdI glycine injection can be mediated through opioid pathway

if the nociceptive stimulation originates in a deep somatic tissue.



1 INTRODUGAO

1.1 Dor

A dor € um dos sintomas mais frequentes da pratica clinica e um dos problemas
de tratamento mais importantes. Em algumas situagées pode ceder com um simples
analgésico e, em outras, pode ser objeto de dificil terapéutica, de tal maneira que, na
realidade, a dor transcende seu conceito sintomatico para ser considerada uma

entidade patoldgica prépria.

A nocicepgcdo € um termo neurofisiologico que se refere aos mecanismos
neurologicos através dos quais se detecta um estimulo lesivo. Dor e nocicepgédo néo
sdo termos sinbnimos, uma vez que a dor é um estado subjetivo. Assim, quando
ativadas as vias nociceptivas que originardo a dor, outros fatores, tais como: os
sistemas endogenos de analgesia, o contexto no qual se produz a nocicepgao e o

estado afetivo prévio do individuo, influenciam poderosamente na forma de sentir dor.

1.1.1 Classificagao de dor

Apesar de frequentemente utilizada, a palavra dor ndo tem definicédo ideal, sendo
que a proposta pela IASP (International Association of the Study of Pain) € a que melhor
se aproxima. Essa associagado descreve a dor como uma “experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada com uma lesdo real ou potencial, ou descrita

nestes termos” (Merskey, 1979).

A dor pode ser classificada de multiplas maneiras. Sob o ponto de vista de
duragdo, a sensacao dolorosa pode ser qualificada como do tipo transitéria, aguda ou
crbnica. Na transitoria, a ativacdo dos receptores da dor acontece na auséncia de
qualquer dano tecidual. A dor aguda, por sua vez, € uma resposta normal causada por
uma lesao do tecido com consequente ativagao dos receptores no local da lesdo, sendo



que essa dor desaparece, até mesmo antes da restabilizagdo fisiologica do local
lesionado. Ao contrario das anteriores, a dor cronica é provocada por uma lesdo ou
doencga que geralmente supera a capacidade de recuperagdo do organismo (Loeser e
Melzack, 1999).

No que tange o conceito de localizagdo, a dor pode ser classificada em somatica
ou visceral dependendo da fonte emissora da dor. A dor somatica ocorre quando os
estimulos que vao produzir a sensagao de dor provém da periferia do corpo. De acordo
com a estrutura envolvida na lesdo pode ser dividida em superficial cutanea (pele e
tecido conjuntivo) e profunda (ossos, articulagdes e musculos). A dor visceral, por sua
vez, ocorre quando os estimulos que vao produzir a sensacdo de dor provém de

visceras (para revisao, ver Raja et al., 1999).

1.1.2 Nocicepgao

A dor, como a visdo, a audigdo e o tato, € uma sensagao especifica, com
estruturas especificas identificadas. O complexo processo da dor conta com a
participagdo de nociceptores bem como suas fibras nervosas aferentes associadas,
com o corno dorsal da medula espinhal, com as vias ascendentes e descendentes, com
a formacéo reticular no mesenceéfalo e no bulbo, com o talamo, sistema limbico e cortex

cerebral.

1.1.21 Nociceptores e suas fibras aferentes primarias

Sherrington (1906) propds a existéncia do nociceptor, um neurdnio sensorial
primario que é ativado por um estimulo capaz de causar lesao tecidual. De acordo com
esta proposta, os nociceptores apresentam caracteristicas de limiar ou sensibilidade as

quais os distinguem daquelas outras fibras nervosas sensoriais.

Os nociceptores sédo terminagdes nervosas livres de fibras que inervam as



regides da cabega e do corpo e cujos corpos celulares localizam-se no trigémio e no
ganglio da raiz dorsal, respectivamente, e podem ser categorizados em trés principais
grupos com base em seus diametros, estruturas e velocidades de condugéo (Julius e
Basbaum, 2001). As fibras C, que por serem amielinizadas além de serem as mais
finas (0,4-1,2 ym de diametro), sdo as de condug&o mais lenta (0,5-2,0 m/s), as fibras
Ad, mielinizadas (2-6 pm) e de velocidade intermediaria (12-30 m/s) e as fibras
mielinizadas de largo calibre e rapida condugéo, as fibras AB (10 uM, 100 m/s ). A
maioria das fibras C € chamada de polimodal devido a sua habilidade de responder a
estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos. No entanto, sua ativacdao depende das
substéncias quimicas liberadas como resultado da leséo tecidual (Davis et al., 1993) Os
nociceptores polimodais podem ser divididos em dois grupos: 1) os que sintetizam
peptideos como substancia P e o peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP)
e expressam o receptor tirosina quinase A (irkA) de alta afinidade para o fator de
crescimento do nervo (NGF); 2) os que expressam receptores para as purinas (P2axa),
sitio de ligacéo para lecitina B4, € 0s receptores para o fator neurotrofico derivado das
células gliais (GNDF) (Hunt e Mantyh, 2001). As fibras A, por sua vez, sdo conhecidas
como mecanotermo nociceptores, sao responsivas as estimulagdes nociceptivas
mecanicas e térmicas (Julius e Basbaum, 2001). As fibras A, numa proporgéo
substancial nos aferentes sensoriais da pele, musculos, articulagdes e tenddes,
geralmente sdo unimodais e respondem tanto aos estimulos de baixo (Julius e

Basbaum, 2001), quanto aos de alto limiar (Djouhri e Lawson, 2004).

Os potenciais de agdo dos nociceptores sdo propagados ao longo dos seus
axonios até seus corpos celulares no ganglio da raiz dorsal (GRD), bem como ao corno
dorsal da medula espinhal, provocando a liberagcdo dos neurotransmissores e
neuromoduladores nociceptivos. Os transmissores s&o aquelas moléculas cuja atuagéo
sobre seus respectivos receptores, promovem a ativagao dos neurénios de projecao da
medula espinhal. Estes incluem os aminoacidos excitatérios como o glutamato e os
neuropeptideos como a substancia P. Como exemplos de moduladores dos aferentes
primarios, estdo o peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP), adenosina
trifosfato (ATP), oxido nitrico (NO), prostaglandinas, neurotrofinas, varias enzimas,

muitas lecitinas e uma miscelania de outras moléculas (para reviséo, ver Millan, 1999



1.1.2.2 Corno dorsal da medula espinhal e fibras aferentes secundarias

A substdncia cinzenta da medula espinhal pode ser dividida
citoarquitetdbnicamente em 10 laminas. As laminas I-VI no corno dorsal, VII-IX no corno
ventral e a lamina X ao redor do canal central da medula espinhal (Rexed, 1952). A
fibras nociceptivas cutaneas C e Ad projetam-se principalmente para a lamina |, bem
como, em menor intensidade para a lamina Il. As fibras amielinizadas nociceptivas
aferentes de visceras, articulagdes e tenddes terminam primariamente nas laminas | e
V/VI. As fibras aferentes primarias no corno dorsal realizam a primeira sinapse e ativam
as fibras aferentes secundarias, também denominadas de neurbnios de projegéo
(Millan, 1999). Dentro do corno dorsal, trés tipos basicos de neurbnios de projecao
podem ser identificados, conforme a natureza de suas repostas ao eferente primario
(Cervero, 1995). Os primeiros sao os nociceptivos especificos (NS), apresentam maior
concentragdo na lamina | e s&o ativados exclusivamente por alta intensidade de
estimulo nocivo mediado pelas fibras C e Ad. Em seguida, tém-se os neurbnios de
espectro dinamico e amplo (WDR) ou multirreceptorial, encontrados
predominantemente na lamina V (bem como nas laminas IV e VI), que sdo excitados
por estimulos térmicos, mecanicos e quimicos conduzidos tanto pelas fibras C e Ad
como pelas fibras AB. A terceira classe de neurdnios de projegdo sado 0s nao-

nociceptivos (NN) encontrados nas laminas Il, Il e IV.

Além dos neurdnios de projegao, o corno dorsal, mais especificamente a lamina
Il (também denominada de substancia gelatinosa), € formado por uma populagdo de
interneurdnios excitatorios e inibitérios (GABAérgicos e encefalinérgicos), os quais
estdo envolvidos na transferéncia inter e intralaminar, na integragdo e na modulagao da
informacéo das fibras aferentes primarias (Todd et al., 1992). Esses interneurdnios da
substéncia gelatinosa se projetam para as laminas | e V, e regulam a primeira sinapse
na via nociceptiva, entre as fibras aferentes primarias e as fibras aferentes secundarias.
Essa fungdo de “porteiro” deu origem a expressao “teoria de controle do portao” da
dor, proposta por Melzack e Wall (1965). De acordo com a teoria, estes interneurénios
poderiam inibir ou facilitar os fluxos dos aferentes dentro do corno dorsal antes deles



evocarem a resposta e a percepgao da dor.

Os neurbnios de projegcado, depois de ativados, conduzem a informagao
nociceptiva para as estruturas superiores encefalicas (Millan, 1999). A informagao
nociceptiva € transmitida por varios tratos, cada qual com sua propria terminagado no

enceéfalo e os de maior importancia sao:

1)Trato espinotalamico: trato que se estende da medula diretamente para o

talamo;

2)Tratos espinorreticular e espinomesencefalico: projetam-se para a

formacéo reticular e para os centros homeostaticos no tronco cerebral;

3)Trato espinohipotalamico: cujos neurénios seguem para o hipotalamo a para

regiao ventral do prosencéfalo.

Esses seriam os alvos supraespinhais para o processamento da informacgao
nociceptiva ou da sensacgédo da dor. Por exemplo, os neurénios NS projetam-se, via
trato espinotalamico principalmente para o nucleo talamico dorsal, responsavel pelos
aspectos cognitivos-emocionais da dor (relagdo entre dor e humor, memoria e
tolerdncia da dor). Através da mesma via, os neurbnios WDR alcangam o nucleo
talamico ventral, envolvido com os aspectos discriminativos-sensoriais da dor

(intensidade, localizag&o, duragao), (Craig e Dostrovisky, 1999).

1.1.2.3 Vias Descendentes

As vias descendentes originam-se no tronco cerebral e em outras estruturas
cerebrais e apresentam um papel muito importante na modulagédo e integracdo das
mensagens nociceptivas no corno dorsal da medula espinhal. As vias serotonérgicas,
noradrenérgicas e, em menor extensao, as dopaminérgicas, compreendem os maiores
componentes deste mecanismo descendente (Willis, 1988; Millan, 1997; Fields e
Basbaum, 1999). As vias descendentes modulam (geralmente reduzem) a liberacéo de
neurotransmissores dos terminais nociceptivos das fibras aferentes primarias. A

ativagdo da vias descendentes inibe os neurbnios de projecdo, tanto direta quanto



indiretamente através ou da inibicado dos interneurdnios excitatérios ou da excitagao

dos interneurdénios inibitorios (Fields e Basbaum, 1999).

As vias descendentes ndo exercem fungdes exclusivamente inibitérias no corno
dorsal. As vias descendentes inibitorias e facilitatérias podem ser derivadas da mesma
estrutura. Existem evidéncias nas quais os mecanismos descendentes facilitatorios
apresentam agdes excitatérias tanto no terminal da fibra aferente primaria, quanto na

atividade intrinseca dos neurdnios do corno dorsal (Almeida et al., 1996).

1.1.2.4 Modulagao do processamento nociceptivo

Em 1911, Head e Holmes postularam influéncias modulatérias da dor e
propuseram que 0 neocoértex modularia a resposta do talamo aos estimulos nocivos.
Mais tarde, em 1954, Hagbarth e Kerr apresentaram as primeiras evidéncias diretas que
os sitios supraespinhais controlariam as vias ascendentes e Carpenter e colaboradores
(1965), propuseram o controle descendente dos eferentes sensoriais. No entanto, a
existéncia de um sistema modulatorio especifico da dor so6 foi claramente exposto em
1965, na teoria de controle do “portdo” da dor, proposta por Wall e Melzack.
Posteriormente, Wall (1967) demonstrou que as estruturas do tronco cerebral inibiam
tonicamente os neurdnios nociponsivos no corddo espinhal. As evidéncias que o
sistema descendente poderia seletivamente modular a dor foram primeiramente
colocadas apds a descoberta da analgesia produzida por estimulacéo elétrica focal do
cérebro (Reynolds, 1969; Mayer et al., 1971; Mayer e Price, 1976).

As vias inibitérias descendentes sao provenientes de muitas estruturas
supraespinhais, incluindo hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal (SCP), regido
dorso-lateral da ponte (DLPT) e pela porgao rostral da regido ventro-medial do bulbo
(RVM). A estimulacdo elétrica ou administragdo estereotaxica de aminoacidos
excitatorios nessas regides produzem analgesia ou antinocicepg¢ao (Jensen e Yaksh,
1992). A SCP desempenha o principal papel na inibigdo descendente (Stamford, 1995).
A sua estimulagdo produz antinocicepgao, no entanto, poucas fibras da SCP projetam-

se diretamente para o corno dorsal (Besson, 1987). A SCP projeta-se para o bulbo



rostral ventromedial (RVM), o qual inclui, o nucleo magno da rafe (NRM; rico em
neurdnio serotoninérgicos) bem como os nucleos gigantocelulares reticulares pars alfa
e paragingantocelular lateral (Fields et al., 1991). Os neurdnios no RVM por sua vez,
projetam-se ao longo do funiculo dorsolateral (DLF) e terminam no corno dorsal nas
l&aminas |, Il e V (Basbaum et al., 1978).

No RVM estdo presentes dois tipos de neurdnios, as chamadas células-on e
células-off, as quais estdo envolvidas na modulagdo nociceptiva (Fields e Basbaum
1999). Ambas as células projetam-se para o corno dorsal através do DLF (Vanegas et
al., 1984). Postulou-se que as células-off exercem inibicdo da nocicepgédo nas vias
descendentes uma vez que quando sua atividade estda aumentada ha uma inibicao da
transmissao nociceptiva. Além disso, quando se detecta uma diminui¢cdo dos disparos
dessas células, correlaciona-se com um aumento na transmiss&o nociceptiva. Por outro
lado, as propriedades das células-on tornam-se incompativeis com o conceito de
sistema inibitério descendente, uma vez que parecem facilitar os mecanismos
nociceptivos no corno dorsal. Quando estdo ativas, a transmissdo nociceptiva esta
aumentada e vice-versa (Fields e Basbaum, 1999). De maneira geral, a SCP deve
excitar as células-off e inibir as células-on no RVM (Fields et al., 1991).

1.2 Substancia Cinzenta Periaquedutal

A substancia cinzenta periaquedutal de ratos foi a primeira area na qual a
estimulacéo elétrica produziu analgesia. Reynolds (1969) mostrou que a estimulagéo
elétrica da SCP produzia profunda analgesia e que uma laparotomia exploratéria
poderia ser realizada, sem o uso de anestésicos quimicos. Estes estudos foram
repetidos por Meyer e colaboradores (1971), os quais reafirmaram que durante a
estimulagcédo elétrica os animais ficaram alertas, ativos e as respostas ao estimulo
nocivo, como fuga ou vocalizagdo, estavam ausentes. Desde entdo, pesquisas
subsequentes tém mostrado que a SCP é parte de um circuito do sistema nervoso
central o qual controla a transmiss&o nociceptiva na medula espinhal (Mayer e Price,
1976; Basbaum e Fields, 1978).



A maioria dos estudos com analgesia produzida pela estimulag&o elétrica usou a
inibicdo do reflexo evocado pelo estimulo nociceptivo, como o tail flick. No entanto,
alguns dos efeitos adversos motores da estimulagéo elétrica da SCP foram perdidos.
Em adigdo, muitos autores ignoraram que além da analgesia, a estimulagéo elétrica de
muitas regides da SCP produzia respostas aversivas. Passado uma década do inicio
dos estudos com estimulagao elétrica, um numero consideravel de estudos tem focado
esse assunto (Bandler et al., 1985; Bandler e Carrive, 1988; Bandler e Depaulis, 1988;
Depaulis et al., 1989).

1.2.1 Conexoes 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). A SCP recebe aferentes do cortex insular e pré-frontal medial, do
hipotalamo, da amigdala, dos nucleos cuneiformes, formagao reticular do bulbo, locus
coeruleus e de outro nucleo catecolaminérgico do tronco cerebral do RVM e finalmente

dos neurénios nociceptivos da lamina | (para revisédo, ver Wall e Melzack, 1999).

A SCP pode ser dividida em quatro colunas longitudinais que variam ao longo do
seu eixo rostro-caudal. As quatros colunas seriam: dorso-lateral, dorso-medial, lateral e
ventro-lateral, as quais se diferem em caracteristicas imunoistoquimicas, densidade de
receptores, conexdes e fungdes (Bandler e Shipley, 1994; Bandler e Keay, 1996). Por
exemplo, o maior eferente da coluna ventro-lateral SCP (SCPvl) projeta-se para o
nucleo magno da rafe (NRM), no entanto, a coluna dorso-lateral SCP (SCPdl) projeta
axbnios para a regido dorso-lateral da ponte (DLPT) e para regido ventro-lateral do
bulbo (grupo de células noradrenérgicas -A5) (Cameron et al., 1995), areas implicadas

no controle autonémico (Fig.1).



Figura 1. Diagrama da maior via modulatéria da
dor com as principais ligagées na substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) e na regiao rostral
ventro-medial do bulbo (RVM). Regides do lobo
frontal (F) e amigdala (A) projetam-se diretamente
ou via hipotalamo (H) para a SCP. A SCP controla
os neurbnios nociceptivos espinhais através de
relés no RVM e na regido dorso-lateral da ponte
(DLPT). O RVM o qual projeta-se diretamente ou
via DLPT para o corno dorsal, exibe controle
bidirecional sobre a transmissdo nociceptiva. O
controle pela RVM e DLPT envolve os dois tipos
de interneurbnios da substancia gelatinosa:
inibitérios (preto) excitatorios (branco) (Modificado
de Fields e Basbaum, 1999).

9

Outras diferencas em relacdo com as conexdes das subdivisdes dorso-lateral e

ventro-lateral da SCP estéo listadas no quadro abaixo.

Quadro 1. Principais conexodes entre as estruturas do sistema nervoso central e

as regioes dorso-lateral e ventro-lateral da substancia cinzenta periaquedutal.

Eferentes para SCP

Aferentes da SCP

Conexoes nos dois sentidos

Cortex Sensorial Nucleo Cuneiforme Hipotalamo
SCPdl Cortex Pré-frontal Talamo

Cortex Cingular

Rafe dorsal

Cortex Motor Talamo Amigdala
SCPvl Cortex Pré-frontal Rafe caudal Rafe dorsal

Cortex insular

Corno ventral da medula

Fonte: Viana e Brandao, 2003.
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E interessante destacar que SCP também se projeta rostralmente para o talamo
e cortex frontal orbital, envolvendo a possibilidade de controle ascendente da
nocicepgao (Coffield et al., 1992). Além dessas conexdes com as outras estruturas do
sistema nervoso central, cada coluna da SCP projeta-se bilateralmente para todas as
outras colunas (Jansen et al., 1998).

A SCP é um sitio importante na transmissédo ascendente da dor (Nashold et al.,
1969), contudo, o volume maior de pesquisas esta voltado para o seu papel no sistema
modulatorio descendente da dor.

1.2.2 Fungodes da SCP

Além da dor e da analgesia, medo, ansiedade, vocalizagao, lordose e controle
cardiovascular sao considerados como as principais fungdes da SCP. A estimulacao
elétrica da SCPdorsal e dorso-lateral produz aversdo em animais (Bandler e Carrive,
1988) e medo e ansiedade em humanos (Nashold et al., 1969). Ela interage com a
amigdala e a este respeito, lesées na SCP alteram o medo e a ansiedade produzidos
pela ativagado da amigdala. Fanselow (1991) sugeriu que um estimulo de ameaca ativa
a amigdala que, por sua vez, ativa a SCP, a qual é responsavel por comandar as
reacoes de defesa, analgesia e respostas autonémicas.

A estimulagdo da SCP também produz vocalizagdo e uma lesdo nessa regiao
provoca mutismo (Melzack et al., 1958; Jurgens, 1991). A SCP & o maior sitio para
lordose e este papel da SCP é mediado via uma conexdo com a area preé-Optica medial
(Hennessey et al., 1990). O trabalho de controle cardiovascular na SCP é organizado
em colunas. As colunas dorsal e lateral estdo envolvidas na resposta pressora

enquanto a ventro-lateral medeia as respostas depressoras (Bandler et al, 2000).

Estudos mais recentes tém mostrado que a SCP também esta envolvida no
comportamento agressivo predatorio e no comportamento maternal (Miranda-Paiva et
al., 2003; Comoli et al. 2003).
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1.2.3 Farmacologia da antinocicepg¢ao mediada pela SCP

Muitos neurotransmissores na SCP estdo envolvidos com a nocicepg¢éo. Entre
eles, opidides endogenos, GABA (acido gama-amino-butirico), aminoacidos excitatorios
e a glicina, parecem ter o papel mais importante no processamento da dor dentro desta

regido.

1.3.2.1 Opidides

Os opidides exdgenos imitam os opidides enddgenos e induzem uma analgesia
por atuarem além da SCP, no RVM e no corno dorsal da medula espinhal. Os opidides
regulam a transmissdo nociceptiva, em parte, pela inibicdo da liberagdo dos
transmissores. Essa inibicado € devido a ativagdo dos canais de potassio e a inibicdo
dos canais de calcio (para revisao, ver Millan, 1999). O efeito dos opidides se deve pela
atividade agonista nos receptores 9, K, 4 e o grau de analgesia depende da afinidade
intrinseca da cada um. Por exemplo, a analgesia mais previsivel € obtida pelos

agonistas dos receptores do tipo 1 (morfina) (Twycross, 1994).

O envolvimento dos opidides na inibicdo da dor mediada pela SCP foi mostrado
por Yaksh e Rudhy (1978), os quais conseguiram através da injegcdo de morfina intra-
SCP, uma antinocicepg¢do duradoura sensivel a naloxona (antagonista dos receptores
opidides). E valido destacar que a antinocicepcdo obtida com a estimulagéo da regigo
dorsal da SCP é de natureza ndo-opidide, enquanto a antinocicepg¢ao opidide € obtida
com a estimulagdo da regido ventro-lateral da SCP (Cannon et al., 1982; Fardin et al.,
1984; Carsten e Waltkins 1986; Morgam e Liebeskind, 1987; Blander e Shipley, 1994).

Além disso, inje¢cbes de morfina na SCP causam aumento dos disparos basais
das ceélulas-off e inibem as células-on (Barbaro et al., 1986). Agonistas opibides
interagem com neurdnios glutamatérgicos e GABAérgicos dentro da SCP. Alguns
autores sugerem que o efeito antinociceptivo dos opidides deve-se a uma inibicdo dos

neurdnios excitatorios (Chieng e Chriestie, 1994). Em contrapartida, outros autores
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suportam a hipdétese de que é o processo de desinibicdo da SCP (uma vez que os
neurdnios GABAérgicos estdo tonicamente ativos) que medeia esse efeito (Moreau e
Fields, 1986; Osborne et al., 1996; Vaughan et al., 1997). De acordo com essa teoria,
os neurdnios da SCP, os quais se projetam para o RVM, encontram-se sob inibigdo
tbnica dos interneurbnios GABAérgicos, os agonistas opidides inibem estes
interneurdnios e excitam os neurbnios aferentes da SCP, causando a ativacdo da

células-off e inibigado da células-on (para revisdo, ver Behbehani, 1995).

1.2.3.2 Aminoacidos Excitatorios

O glutamato, bem como o aspartato, desempenha um importante papel na
ativagdo da SCP. A SCP apresenta todos os subtipos de receptores para o glutamato:
os ionotrépicos (acoplados diretamente a canais idnicos permeaveis aos cations):
NMDA (n-metil-D-aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato) e
cainato e os metabotropicos (acoplados através de uma proteina-G a segundo
mensageiros soluveis). No entanto, o NMDA parece ser o principal receptor envolvido
nas acgdes do glutamato da SCP. Estudos mostram que microinjegdes do glutamato na
SCP produzem antinocicepg¢ao (Behbehani e Fields, 1979; Carstens et al., 1988; Jones
e Gebhart, 1988; Carstens et al., 1990; Jensen e Yaksh, 1992) e que apenas as
injecdes de antagonista NMDA no mesmo sitio, reduziram essa resposta ao estimulo
nocivo (Jensen e Yaksh, 1992). Além disso, experimentos fisiologicos mostraram que
microinje¢cdes de glutamato na SCP alteram a atividade basal dos neurdnios do RVM
(Behbehani e Fields, 1979). Existem evidéncias que os neurdnios glutamatérgicos da
SCP projetam-se para o RVM e excitam diretamente suas células (Aimone e Gebhart,
1986).

A SCP recebe muitos aferentes glutamatérgicos como os oriundos da amigdala
(Bernard et al., 1996), cortex cingular (Pastoriza et al., 1996) e hipotalamo (Tasker et
al., 1987). Dentro da SCP, os neurbnios glutamatérgicos estdo distribuidos
heterogeneamente (Clementes et al., 1987) e a maioria desses esta localizada nas
colunas dorsal e ventro-lateral da SCP. Injecbes de aminoacidos excitatorios nas
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colunas dorso-lateral e lateral da SCP produzem, em ratos e gatos, aumento das
respostas autonémicas e comportamentais caracterizadas por taquicardia, hipertensao,
reagoes de “luta ou fuga” e antinocicep¢do ndo mediada por opidides (Bandler et al,
2000). Por outro lado, inje¢cdes de aminoacidos excitatorios na coluna ventro-lateral da
SCP evocam respostas depressoras do tipo: bradicardia, hipotensdo, quiescéncia,

hipoatividade, juntamente com antinocicepgao opidide dependente (Bandler et al, 2000).

A distribuigcdo dos receptores NMDA dentro da SCP é heterogénea, ocorrendo
maior concentragdo na coluna dorso-lateral (Albim et al., 1990). O NMDA, quando
ativado, controla a abertura de um canal ibnico que permite a entrada de cations
monovalentes (principalmente Na*) e divalentes (principalmente Ca™") nas células alvos.
Uma caracteristica pouco comum que este receptor possui € que em estado de
repouso, seu canal idnico associado esta completamente bloqueado por ions Mg*™*. No
entanto, este bloqueio é dependente de voltagem, se a célula for parcialmente
despolarizada por ativacdo dos receptores ndo-NMDA ou por outras intervencdes
excitatorias, o canal fica desbloqueado (Leeson e lversen, 1994).

Outra caracteristica interessante € que esse receptor possui diversos sitios
ligantes regulatoérios, os quais s&o tidos como alvos potenciais para a agdo das drogas.
Além do sitio de ligagao para agonistas, que também é alvo de diversos antagonistas,
ha um sitio de reconhecimento para o magnésio, outro sitio de reconhecimento para o
zinco, um sitio ligante para as poliaminas e outro sitio que reconhece concentragdes
submicromolares do aminoacido glicina (Leeson e Iversen, 1994). Esse sitio de ligagao
para a glicina (glicina-B) é insensivel & estricnina (Thomson, 1990). E interessante
salientar que a ativacao do receptor NMDA requer a ligagdo concomitante do glutamato
e da glicina nos seus respectivos sitios.

1.2.3.3 Glicina

Como o glutamato e o GABA, a glicina desempenha importante fungdo na
modulagdo da nocicepgdo na medula e nas estruturas supramedulares (Betz, 1991). A

glicina atua inibindo a transmiss&o nociceptiva em regides especificas do encéfalo, por
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exemplo; medula espinhal, nucleo talamico e SCP (Betz, 1992; Pourcho et al., 1992; Lin
et al., 1992; Sherman, 1997.). Estudos com imunoistoquimica, hibridizagdo in situ,
binding de receptores (Fujita et al., 1991; Palacios et al., 1991; Fujiwara et al., 1998),
bem como os estudos in vivo (Renno et al., 1992), mostraram que a glicina
desempenha fungdo importante nas agdes analgésicas na SCP. Além disso, a glicina
parece participar na modulagcdo de muitas fungbdes (cardiovascular, respiratorio,
comportamentos de defesa, vocalizagdo), as quais a SCP controla (Berrino et al, 1993;
Jurguens e Lu, 1993; Carobrez et al., 2001). Existem evidéncias que o efeito dos
opidides na SCP deve-se pela supressdo dos efeitos inibitérios da glicina sobre os
neurdnios que formam parte das vias de controle descendente (Min et al., 1996; Onaka
et al.,, 1996), uma vez que, na medula espinhal e na SCP a glicina inibe a
despolarizagédo induzida pelo glutamato (Onaka et al., 1996). Alguns autores afirmam
que a glicina e o GABA s&o co-liberados pelos mesmos interneurbnios na medula
espinhal (Jonas et al., 1998). Contudo, na SCP (mais especificamente na regido ventro-
lateral) existe a possibilidade desses aminoacidos serem liberados por neurdnios
diferentes (Maione et al., 2000).

A glicina foi primeiramente proposta como um neurotransmissor em 1965 e
posteriormente ela foi qualificada como sendo um neurotransmissor inibitorio por mais
de 25 anos (Aprison, 1990). Inicialmente foi descrita ser restrita na medula espinhal de
mamiferos, onde teria um efeito inibidor sob os disparos dos motoneurdnios quando
aplicada ionoforeticamente. As agdes inibitérias da glicina resultam de um aumento na
condutancia do ion cloreto pelo seu receptor, causando hiperpolarizacdo da membrana
neuronal. Os receptores da glicina pertencem a superfamilia dos receptores de canais,
de natureza pentamérica composto por 4 subunidades a e 1 (. Nos neurbnios de
vertebrados, estes receptores sdo competitivamente inibidos por baixas concentragdes
(namomolar) de estricnina e potencializados por baixas concentragcdes de etanol e zinco

(para revisao, ver Legendre, 2001).

No entanto, de acordo com alguns autores, a maior parte da glicina liberada na
SCP deve estar atuando em receptores glutamatérgicos NMDA, mais do que nos
receptores sensiveis a estricnina (Berrino et al., 1993; Viu et al., 1998). A acgéo

estimulatoria da glicina, no receptor NMDA, foi somente descoberta em 1987, quando
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foi demonstrado que a amplitude da resposta eletrofisiolégica de células de cultura de
neurdnios estimulados por NMDA exibia sua magnitude reduzida ou nula se a glicina
fosse rigorosamente excluida do meio externo. Concentragdes pequenas de glicina sao
suficientes para restaurar a resposta normal do NMDA. O efeito da glicina & téao
fundamental que alguns autores a descrevem, ndo somente como um regulador, mas

como “co-agonista” do receptor NMDA (Johnson e Ascher, 1987).

Alguns pesquisadores tém sugerido que o nivel enddégeno de glicina é suficiente
para saturar completamente seu sitio no receptor NMDA (Schell et al., 1997). Porém,
um numero bem relevante de autores tem sugerido que os sitios da glicina ndo estéo
sempre saturados (Czepita et al., 1996; Wilcox et al., 1996) isto porque a glicina
exdgena, ou ainda a d-serina exdgena (também agonista deste sitio), potencializa as
respostas do NMDA in vivo (Salt, 1989; Thiels et al., 1992; Wood et al., 1989).
Recentemente foi demonstrado que o sitio para a glicina no receptor NMDA na medula

espinhal ndo se encontra saturado (Whitehead et al., 2004).

Além disso, a glicina €& capaz de induzir respostas aversivas quando
microinjetada na SCP (Schimitt et al., 1995). Por exemplo, a glicina e a d-serina quando
microinjetadas na regido dorsal da SCP produzem efeitos do tipo ansiogénicos e os
antagonistas do sitio da glicina no NMDA (acido 7-cloquinurénico, bem como o 3-amino
1-hidroxi-2-pirrolidona) causam efeitos do tipo ansioliticos (Matheus et al., 1994,
Teixeira e Carobrez, 1999). Os resultados da literatura mostram que o sitio da glicina no
receptor NMDA na regido dorsal da SCP participam da mediagdo do comportamento de

defesa animal (para reviséo, ver Carobrez et al., 2001).

1.3 Dor e Humor

Como vimos no inicio deste trabalho, muitas estruturas do sistema limbico e
cortical, alvos das informagdes nociceptivas ascendentes, desempenham um

importante papel na regulacdo do humor e especificamente na indugédo de estados de
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ansiedade (amigdala, hipocampo e SCP) e depressdo (nucleo accumbens, septo,
cortex cingular e coértex frontal). Desta forma, a dor e o humor podem interagir e
também mostrar efeitos coletivos. Por exemplo, a ansiedade geralmente acompanha as
sensagdes de dor em resposta a um estimulo nocivo agudo. No entanto, estados de dor
crénica sao frequentemente exacerbados pela depressao. Intervencdes que diminuem a
ansiedade podem reduzir dramaticamente a dor nos individuos, em que sua
manifestagdo € amplificada pela ansiedade (Janig, 2003). Por outro lado, em modelos
experimentais com medo condicionado, a antecipacdo do estimulo nocivo pode ser
suficiente para ativar mecanismos opioidérgicos de nocicepgdo que cumprem um papel
adaptativo na preparacgéo e na protecdo do organismo numa situagao de conflito (para

reviséo, ver Millan, 1999).

2 HIPOTESE

Diante do exposto acima, surge a seguinte hipotese de pesquisa:

-Uma vez que a SCP esta envolvida nas reagoes de defesa e antinocicepcéao e
que a microinjecao intra-SCP de glicina provoca efeitos ansiogénicos, seria a
antinocicepgao também desencadeada pela acdo da dglicina nesta estrutura

mesensefalica?
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

* Avaliar o efeito da glicina microinjetada na regido dorsolateral da SCP de ratos

submetidos ao modelo de incapacitagao articular induzido por formalina.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar farmacologicamente o modelo de incapacitagdo articular induzida
por formalina, através da aplicagao sistémica de drogas analgésicas classicas
como morfina e diclofenaco, e drogas que interferem no estado de ansiedade

como o midazolam e o pentilenotetrazol;

» Comparar o efeito da glicina microinjetada na SCPdl em dois modelos
algesimétricos: o modelo de nocicepgéo tdnica e profunda avaliado pelo teste de
incapacitacdo articular induzida por formalina e o modelo de nocicepgao
transitéria e superficial avaliado pelo teste de retirada da cauda (tail flick);

* Analisar se o efeito da glicina microinjetada na SCPdl se da através dos
receptores NMDA, microinjetando no mesmo sitio, o antagonista especifico, o

acido 7-cloquinurénico;

» Verificar se o sitio para a glicina no receptor NMDA localizado na SCPdI é
passivel de modulacao ou se este se encontra saturado;

 Comparar os efeitos conseguidos com os compostos glicinérgicos na coluna
dorso-lateral da SCP com aqueles decorrentes da ativacdo da coluna ventro-
lateral e de estruturas adjacentes;

* Avaliar se o efeito induzido pela glicina na SCPdl apresenta componentes
opidides, através da aplicagao sistémica do antagonista dos receptores opidides,

a naloxona.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o guia ético da
Associagédo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1995), e aprovados pela
Comisséo de Etica no uso de animais (Proc. N°: 23080.032820/2003-74).

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso variando de 250-350 g. Os
animais foram criados pelo biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). No biotério do Departamento de Farmacologia da UFSC, eles permaneceram
alojados em gaiolas plasticas com livre acesso a agua e a comida. Além disso,
temperatura (22 + 1° C), umidade (69 a 80 %) e ciclo claro/escuro de 12 h (luzes

acessas as 7:00 h) foram controlados.
4.2 Cirurgia Estereotaxica

A neurocirurgia estereotaxica fundamenta-se no deslocamento tridimensional de
um ponto, obedecendo coordenadas determinadas, e que permite a projecao 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.

O aparelho estereotaxico € composto por uma base para fixagdo do animal com
duas barras auriculares graduadas e moveis e uma presilha nasal que se fixa nos
incisivos e no osso nasal; trilhos graduados para a insergéo de torres de manipulagéo,
que permitem o deslocamento antero-posterior das torres; torres de manipulacao
graduadas com movimentos laterais dorso-ventral e angular; suporte para canulas,
eletrodos, “probes” (sondas), entre outros.

Os ratos foram primeiramente anestesiados intraperitonealmente com 87 mg / kg
de cetamina 10 % (Dopalem®, Vetbrands, Sdo Paulo, Brasil) associada na mesma
seringa com 15 mg / kg de xilazina (Rompum®, Bayer, Alemanha). Apés a perda do
reflexo algico (“pedal withdrawal reflex”), verificada pela pressdo da pata do animal, os
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ratos tiveram a regido superior da cabega tricotomizada e, em seguida, foram
imobilizados individualmente no aparelho estereotaxico, sendo fixados pelas barras
auriculares e pela presilha nasal. Apds assepsia, injetou-se lidocaina (com 2% de
vasoconstritor) na regido dorsal da cabega, por via subcutanea, para anestesia local e
reducdo do extravasamento sanguineo durante o procedimento cirurgico. Realizou-se
uma pequena incisdo e apdés a remogao da pele seccionada, foi feita a raspagem do
periosteo com o objetivo de se expor a superficie 6ssea. Em seguida, a calota craniana
foi limpa com algoddo embebido em agua oxigenada para se visualizar nitidamente o
bregma e o lambda, pontos estes que foram utilizados como referéncias na cirurgia
estereotaxica. O cranio deve ficar alinhado adequadamente no aparelho estereotaxico
de forma que o bregma e o ldmbda fiquem em um mesmo plano horizontal. Depois de
corrigida a inclinagédo, identificou-se o bregma e, a partir dele, localizou-se a
coordenada da substancia cinzenta periaquedutal dorso-lateral (SCPdl), de acordo com

o Atlas de Paxinos e Watson (1998), conforme o quadro que se segue:

Tabela 1. Coordenadas de microinje¢ao para a SCPdI

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

SCPdI -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 osso craniano, em angulo de 22°. No ponto
tridimensional achado, perfurou-se a calota craniana (com auxilio de uma broca
odontoldgica) para a implantagado da canula guia. Fez-se ainda mais duas perfuragdes
do cranio numa posi¢cao mais rostral a canula, uma em cada osso parietal, para a
fixacdo de dois parafusos. Estes tém por finalidade formarem uma base para sustentar
o acrilico auto-polimerizavel introduzido ao final da cirurgia. O acrilico solidifica
rapidamente, agregando todas as pecas e impedindo o deslocamento da canula guia.
Em seguida, um mandril foi introduzido na canula-guia, para evitar a oclusdo da mesma,

sendo retirado no momento imediatamente anterior a infusdo das drogas.



20

Ao término da cirurgia, os animais foram colocados em grupos de 3, em gaiolas
plasticas com serragem e, apds completa recuperacdo da consciéncia, foram
transferidos para o biotério do laboratdrio. O periodo de recuperagéo cirurgica dos
animais foi de sete dias e neste periodo os mesmos foram observados quanto a
manifestagdo de dor (redu¢do do consumo de ragdo e agua), além de sinais de
sangramento no local da cirurgia, infec¢cdo, distensdo abdominal, entre outros

parametros.

4.3 Canulas

As canulas-guias implantadas a fim de viabilizar as microinje¢des na SCPdI
foram confeccionadas no laboratoério a partir de agulhas hipodérmicas descartaveis 25 x
7 mm. Com auxilio do paquimetro (Mitutoyo” - Brasil) as canulas foram cortadas no
comprimento de 13 mm. Os mandris foram feitos com fio de ago inoxidavel (n° 30), com
aproximadamente 26 mm de comprimento, dobrados centralmente e ajustados nas
canulas de forma a nao ultrapassar a extremidade em contato com a estrutura

encefalica.

4.4 Microinjegao Intra-SCP

Foram utilizadas agulhas de 16,20 mm e 0,3 mm de diametro (confeccionadas a
partir de agulhas gengivais), conectadas por um tubo de polietileno (10 mm de
diametro) a microseringa (Hamilton", 5 pl). A microseringa foi preenchida com agua
destilada e com a solugdo a ser injetada, separadas por uma bolha de ar. O
deslocamento desta bolha representava o volume da solu¢gdo microinjetada. A agulha
possuia 3,2 mm a mais da canula-guia de maneira que as drogas fossem realmente
microinjetadas da SCPdI.

Para a microinjegao, o animal foi imobilizado com auxilio de um pano e, com um

alicate, retirou-se o mandril adaptado a cénula durante a cirurgia. Através de limas
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odontologicas (13 mm), a cénula-guia foi desobstruida. Posteriormente, a agulha foi
introduzida através da canula e injetaram-se 0,3 pl da solugédo, durante 60 s. Em
seguida o animal permaneceu em sua caixa, por 5 min ou 30 min, até ser submetido ao

teste nociceptivo.

4.5 Testes Nociceptivos

Foram utilizados dois testes nociceptivos: o teste de incapacitagdo articular
induzido por formalina (utilizado na grande maioria dos experimentos) e o teste do tail
flick.

4.5.1 Incapacitagao articular induzida por formalina.

O modelo de incapacitagdo articular foi desenvolvido por Tonussi e Ferreira
(1992). O equipamento consiste de: 1) um cilindro (30 cm de didmetro) revestido por
malha de aco inox (2 mm), com separadores para formarem 3 trilhas de 10 cm sobre
ele e 2) sapatilhas metalicas (confeccionadas em folha de flandres), as quais séo
adaptadas as patas traseiras dos animais e conectadas, por fios de aco, a porta
paralela de um microcomputador PC compativel.

Com o cilindro em rotag&o (3 rpm), ao se colocar os animais, esses séo forgados
a caminhar para se manterem no topo. Através do eletrodo conectado a sapatilha da
pata estudada, o computador registra o tempo total que esta pata perde o contato com
a superficie do cilindro, dentro de um periodo de registro de 60 s. A este registro
denominamos de Tempo de Elevacdo da Pata (TEP). Normalmente, os animais
controles apresentam um TEP de aproximadamente 10 s, enquanto a administracédo de
substéancias algogénicas dentro dos joelhos desses animais provoca um aumento desse

parametro.
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4.5.2 Tail Flick

O teste do tail flick foi descrito ha mais de 60 anos (D’Amour e Smith, 1941)
sendo ainda amplamente utilizado como teste de nocicepgdo em ratos e camundongos.
E um teste simples, ndo invasivo, que é constituido por um aparelho que aplica um feixe
de luz radiante o qual provoca o aquecimento e retirada da cauda através de um
movimento breve e vigoroso. E o tempo de reacéo deste movimento que registramos e

que denominamos de Tempo de Retirada da Cauda (TRC).

4.6 Protocolo Experimental

O trabalho teve duas etapas, a primeira foi direcionada para a caracterizacao
farmacolégica do modelo de incapacitagdo articular induzido por formalina, e na
segunda, estudou-se os possiveis efeitos da glicina, microinjetada na SCPdI sobre os
animais submetidos a esse modelo de dor somatica profunda.

No dia que antecede o teste de incapacitagdo articular, as gaiolas com os
animais foram colocadas por 1 h na sala de experimentos para ambientagdo. Em
seguida, os animais foram treinados no modelo e apds um breve periodo de adaptagao
(15 min por animal), registrou-se os valores basais (TEP sem a formalina intra-articular)
(Esquema 1).

No dia do teste, os animais foram transferidos para a sala de experimentos e
nesta, permaneceram novamente por 1 h. Os tratamentos com morfina (4,0 mg/ kg) e
diclofenaco (0,5 e 5,0 mg / kg) foram efetuados 60 min antes do teste de incapacitagéao
articular induzido por formalina, e para o midazolam (0,25 e 1,0 mg / kg e
pentilenotetrazol (30,0 mg / ml) o tempo de pré-tratamento foi de apenas 30 min. Além
disso, um grupo recebeu naloxona (1,0 mg / kg), 50 min antes da injecdo de morfina,
ambas aplicadas subcutaneamente. O diclofenaco, o midazolam e o pentilenotetrazol
foram injetados por via intraperitoneal. Todas as drogas acima citadas foram
administradas num volume de 0,1 ml / kg de peso animal. Os animais controle

receberam solugéo fisiolégica num mesmo volume e pela mesma via da droga testada.
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Passado o tempo de pré-tratamento, foram aplicados 50 pl de formalina (5%) no
joelho direito dos animais. No local da injegao, primeiramente, foram feitas tricotomia e
assepsia com solucao de alcool iodado. Os animais foram imobilizados com auxilio de
um pano e posicionados em decubito dorsal de tal forma que o joelho direito ficasse
flexionado para a injegdo da solucédo de formalina. Em seguida, colocavam-se as duas
sapatilhas e levava-se ao cilindro rotatorio, programado para girar 3 r.p.m. durante 1
min. O teste foi realizado a cada 5 min apods aplicacdo da formalina intra-articular,
durante um tempo total de 60 min.

* Morfina: 4,0 mg/ kg /s.c.

* Naloxona: 1,0 mg/ kg / s.c.- 10 min
antes da morfina

* Diclofenaco: 0,5e5mg/kg/i.p.

I

TREINO _>24h Pré-tratamento 60 min » | Incapacitacao articular

Formalina (5%): 50 pl

ou 30 min

Valor Basal

TEP: a cada 5 min
durante 60 min

* Midazolam: 0,25e 5 mg/kg/i.p.
* Pentilenotetrazol: 30 mg / kg /i.p.

Esquema 1: Protocolo experimental para a caracterizagcao farmacolégica do
modelo de incapacitagao articular induzida por formalina. TEP: tempo de elevagao
da pata; s.c.: via subcutanea; i.p.: via intraperitoneal.

Para a realizacdo da segunda etapa deste trabalho, antes do teste de
incapacitagao articular induzido por formalina, foram efetuadas as microinje¢des
intracerebrais das seguintes solugdes: Liquor Artificial ; Glicina (50 e 100 nmoles / sitio),
acido 7-Cloroquinurénico (10 nmoles / sitio) ou Glicina (100 nmoles) associada ao acido
7- Cloroquinurénico (10 nmoles).
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Além das microinje¢des intracerebrais, alguns grupos de animais foram pré-
tratados com naloxona (0,1%) na dose de 1,0 mg / kg; por via subcutanea 50 min antes.
Submeteram-se os animais ao teste apds 5 min da microinjegdo para a maioria dos
grupos, sendo que em um grupo o teste foi realizado aos 30 min da microinje¢cado de
Glicina 100 nmoles (Esquema 2A).

Os tratamentos com liquor artificial e glicina (100 nmoles), sozinhos ou
associados a injecao de naloxona, foram repetidos no teste de dor fasica somatica
superficial, o ftail flick, seguindo ao mesmo protocolo utilizado no modelo de
incapacitagao articular induzido por formalina (Esquema 2B). No teste do tail flick,
apos 5 min da microinje¢do, com auxilio de um pano, os animais foram colocados sobre
a plataforma do aparelho de maneira que a cauda (aproximadamente a 1 cm da ponta
no sentido proximal) ficasse posicionada sobre o foco de luz (25 W). O aparelho estava
programado para cessar a emisséo de luz aos 20 s (“cut-off”), evitando assim qualquer
dano tecidual. Os TRCs (em segundos) foram registrados a cada 5 min durante 60 min
e também aos 120 min. No dia que antecedeu os testes, os animais foram treinados no
modelo e os valores basais anotados, obtendo-se com a média de trés TRCs de cada
animal. A sala de experimento teve temperatura controlada em 23 + 1 °C durante a

ambientacéo, o treino e a realizagao do teste.

4.7 Confirmacgao do sitio da microinjecao

Apods os experimentos, os animais submetidos as microinjegdes esterotaxicas,
foram profundamente anestesiados com solugéo 1:1 de cetamina e xilazina (0,8 -1 ml /
por rato) e perfundidos intracardialmente com solugéo de salina (NaCL 0,9% ), seguida
por solugcéo de formaldeido (10%). Percebida a rigidez de toda a musculatura dos ratos,
estes foram decapitados e microinjetados com uma solu¢do de Azul de Evans (0,5% -
0,3 pl) com auxilio da canula-guia a fim de se identificar o sitio da microinjegao. Seguiu-
se a remocgao dos cérebros, que foram acondicionados em solugao de formaldeido
(10%) por um periodo minimo de 72 h. Os cérebros foram fatiados em um micrétomo de
congelamento (Cryocut 1800, USA). Os cortes histolégicos foram levados ao
microscopio (Studar, Polonia) e os sitios das injecdes foram identificados através da
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comparagao do corte com o diagrama do Atlas do cérebro de ratos de Paxinos e
Watson (1998).As microinje¢des cujos sitios estavam exatamente localizados na SCPdI,
como também aquelas localizadas em outras regides da SCP ou em outras estruturas

cerebrais, estio ilustradas na figura 5.

A
TREINO ﬂ Injec&o intra-SCPdI m, Incapacitagao articular
(0,3 uh) ou 30 min Formalina (5%): 50 ul
|
Valor Basal TEP: a cada 5 min
durante 60 min
= Glicina: 50 e 100 nmoles
= 7-CLKIN: 10 nmoles
= 7-CLKIN: 10 nmoles + Glicina: 100 nmoles
= Naloxona : 1 mg/kg/sc + Glicina: 100 nmoles
= Liquor artificial (controle)
B
TREINO | 221 Injecao intra-scpdl 2™ | [ 7ail Flick
(0,3 w) (25 W)
|
Valor Basal TRC: a cada 5 min - 60 min

e aos120 min

= Glicina: 100 nmoles
* Naloxona: 1mg/kg/sc+ Glicina: 100 nmoles
= Liquor artificial (controle)

Esquema 2: Protocolo experimental para o estudo dos efeitos da glicina na SCP.
A) Protocolo dos animais submetidos ao modelo de incapacitag&o articular induzida por
formalina. TEP: tempo de elevagao da pata; 7 CLKIN: acido 7-cloroquinurénico; s.c.: via
subcuténea. B) Protocolo dos animais submetidos ao modelo de retirada da cauda, o
tail flick; TRC: tempo de retirada da cauda; s.c.: via subcutanea.
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4.8 Drogas e solugoes

Para a realizagdo dos experimentos desse trabalho, as seguintes drogas foram

utilizadas, sendo que os controles receberam os veiculos respectivos de cada droga

teste.

b)

Por via sistémica: 1) Morfina (Cristalia, Brasil); 2) Naloxone (Sigma,
USA); 3) Diclofenaco (Novartis, Brasil); 4) Midazolam (Cristalia, Brasil),
5) Pentilenotetrazol (Sigma, USA), dissolvidos em solugao fisioldgica
(0,9%)

Por via intracerebral: 1) Liquor artificial com a seguinte constituigcdo: KCI
2,5 mM, NaCl 125 mM, MgCl, 1,18 mM e CaCl, 1,26 mM (Richards et
al., 1995); 2) Glicina (Sigma, EUA) dissolvida em liquor artificial; 3)
Acido 7 Cloroquinurénico (RBI, EUA), dissolvido em dimetil sulféxido
(DMSO), n&o excedendo 5% do volume total em liquor artificial; 4) Azul

de Evans (Vetec, Brasil) dissolvido em agua destilada.

No teste de incapacitagéo articular foi utilizado Formalina (Formaldehyde 37% -

Merck AG, Germany) diluida em 5% (Martins et al., artigo submetido) com solugao

fisiologica (0,9%), considerando concentragao inicial como 100%.

4.9 Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa Graphpad

Prism version 3 (http://www.graphpad.com). Os dados brutos dos experimentos foram

reunidos e estao ilustrados nos graficos na forma de média * os erros-padrdo da média

(e.p-m.).

Inicialmente verificou-se a homogeneidade das variancias através do teste uni-

variado de Bartlett e todos os valores foram considerados homogéneos. Na analise das

curvas experimentais, foram aplicados o teste t de Student para comparar 2 curvas e a

analise de variancia (ANOVA) de uma via, para 3 ou mais curvas.
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Na fase 1 do modelo de incapacitacéo articular induzido por formalina utilizou-se
o teste t de Student nao pareado ou ANOVA de uma via. Na segunda fase do modelo
formalina, bem como no teste do tail flick, foram utilizados o teste t de Student pareado
ou ANOVA de uma via para medidas repetidas. As diferencas entre as curvas foram
consideradas significativas quando os resultados dos testes estatisticos apresentavam
um nivel de significancia de p<0,05. Na comparagao de 3 ou mais grupos, foi efetuado
também o teste de Tukey como post hoc, com a finalidade de se identificar os grupos
diferentes.
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5 RESULTADOS

A injecao intra-articular da solugdo de formalina 5% induziu uma resposta
nocifensiva, a qual foi identificada pela incapacidade do rato em articular o joelho
afetado, e registrada como o aumento no tempo de elevagao da pata (TEP).

Essa resposta nocifensiva induzida pela formalina ocorreu em duas fases
distintas do teste. Se observarmos a curva dos animais controle (Fig. 2: Sal), na
primeira (Fase 1 = 0-5 min), o aumento do TEP (TEP¢:=10,8 + 0,5 s e TEPgmin = 42,6
1,2 s) foi imediatamente apds a injecao de formalina. Na segunda (Fase 2 = 10-45 min),
o aumento do TEP deu-se de maneira mais lenta, alcangando efeito maximo por volta
dos 25 min (TEP2smin= 40,4 + 5,5 s) durando 45 min (TEP4smin= 15,8 £ 1,3 s) depois da
aplicagdo da formalina. Essas duas fases foram interpostas por um periodo
denominado de quiescéncia, no qual o animal voltava a articular o joelho normalmente.
Na quiescéncia, o valor do TEP declina e alcanga o indice basal (TEPsmin= 15,5 £ 1,3 s).
Sessenta minutos apos a injecdo de formalina os animais ja caminhavam normalmente
sem sinais de nocicepg¢ao.

A resposta nocifensiva induzida pela injegdo intra-articular de formalina
apresentou importantes variagdes no modelo de incapacitacdo articular, devido aos

tratamentos sistémicos e intracerebrais efetuados.

5.1 Efeito antinociceptivo da morfina e do diclofenaco no modelo de
incapacitagao articular.

A morfina (4,0 mg /kg) inibiu a resposta nocifensiva da formalina 5% em ambas
as fases do modelo (p<0,01; Fig. 2). Os TEPs registrados imediatamente apos a
injecdo de formalina foram 42,6 + 1,2 s para o grupo controle que recebeu apenas
salina e 23,5 + 2,5 s, para aquele tratado com morfina. Os TEPs registrados no pico da
segunda fase foram de 40,4 + 5,5 s para o grupo controle e 22,7 + 3,7 s para 0s
tratados com morfina. Este efeito inibitério produzido pela morfina foi totalmente
bloqueado (p<0,01; Fig. 2) pela administragéo prévia (60 min) de naloxona. O grupo

que recebeu naloxona (1,0 mg / kg) apresentou uma antecipagéo do pico de resposta
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da segunda fase, uma vez que, ela deslocou a curva de formalina para a esquerda. Na
dose utilizada (4,0 mg / kg; s.c.) a morfina ndo provocou incoordenagdo motora nos
animais. Experimentos conduzidos com fentanil (outro agonista opioide), 50 ug / kg,
s.c., impossibilitou os animais de se locomoverem espontaneamente, além de causar
frequentemente a queda deles do cilindro. Os resultados obtidos com esses animais
nao foram submetidos a avaliagao estatistica.

O inibidor da cicloxigenase diclofenaco (5,0 mg / kg, i.p.) também induziu
significante efeito antinociceptivo, mas apenas na segunda fase. Foram registrados
TEPs de 40,4 £5,5s e 19,5 £ 2,6 s para o grupo controle (Salina) e para o grupo que
recebeu o diclofenaco, respectivamente (p<0,001; Fig. 3). Na menor dose (0,5 mg / kg),
o diclofenaco ndo afetou a resposta nocifensiva induzida pela formalina. O tratamento
com diclofenaco ndo afetou nem o primeiro pico de resposta (TEPsg= 42,6 £ 1.2 s,
TEPos5 mg= 39,4 * 3,8 s e TEPso mg= 37,1 £ 3,8 s), nem o periodo de quiescéncia
(TEPsa=15,5+1,3 s, TEPy5mg= 13,8 £ 0,8 € TEP50 mg= 10,7 £1,8 s) (Fig. 3).
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60- -8 Sal (n=07)
-0 Mor (n=04)
50- -O- Nal+Mor (n=05)

Tempo de Elevagao da Pata (s)

C 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo apés formalina (min)

Figura 2. Efeito antinociceptivo da morfina no modelo de incapacitagao articular
induzida por formalina. O grupo que recebeu Morfina (Mor) na dose de 4,0 mg / kg,
s.c., 60 min antes da formalina, apresentou inibigao significativa no tempo de elevagéo
da pata (TEP) nas duas fases do modelo, comparado com o grupo controle que
recebeu apenas solucgéo fisioloégica pela mesma via (Sal, p<0,01). Naloxona (1,0 mg /
kg, s.c.) aplicada 10 min antes da morfina (Nx+Mor), bloqueou totalmente o efeito
antinociceptivo da morfina (p<0,01). A letra C representa o TEP antes da injecdo de
formalina 5% (50 pl) no joelho direito dos animais (0 min); n, indica o numero de
animais de cada grupo. Os dados estdo representados na forma de média £ epm.
Diferencas estatisticas significativas foram reveladas pela ANOVA de uma via, seguida
pelo teste de Tukey.
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60 - Sal (n=07)
-0~ Dic 5,0 (n=05)
50 -O-Dic 0,5 (n=05)

Tempo de Elevagao da Pata (s)

C 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo apoés formalina (min)

Figura 3. Efeito antinociceptivo do diclofenaco no modelo de incapacitagao
articular induzida por formalina. O tratamento prévio com diclofenaco (Dic=5,0 mg /
kg, i.p., 60 min antes da formalina), reduziu significativamente o tempo de elevacao
da pata (TEP) na segunda fase do modelo, comparado com o grupo controle tratado
com solugéo fisioldgica pela mesma via (Sal, p<0,001). A menor dose de diclofenaco
(Dic=0,5 mg / kg, i.p.) ndo alterou de maneira significativa o TEP. A letra C representa
o TEP antes da inje¢&do de formalina 5% (50 pl) no joelho direito dos animais (0 min);
n, indica o numero de animais de cada grupo. Os dados agrupados em forma de
média + epm, foram submetidos a ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey.
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5.2 Efeito do midazolam e do pentilenotetrazol no modelo de incapacitagao

articular.

O tratamento prévio com o agonista benzodiazepinico midazolam (0,25 mg / kg,
i.p.; Fig. 4A) causou uma intensa inibicdo da 2?2 fase da formalina (TEPsz= 53,0 + 3,8 s,
TEPmge,= 30,0 £ 6,8 s; p<0,001) mas apenas uma tendéncia em inibir a 12 fase (TEPgsa=
52,3+ 3,4 s, TEPn,= 40,6 £ 4,7 s), e ndo afetou o periodo de quiescéncia (TEPsa= 20,7
+23s, TEPme,= 18,4 £ 2,3 s ). A maior dose de midazolam (1,0 mg / kg, i.p.; Fig. 4B),
no entanto, ndo afetou as fases 1 (TEPsa= 45,0 £ 4,8 s, TEPy4,= 452 £ 2,1s ) e 2
(TEPsg= 39,6 £ 2,3 s, TEPm4,= 37,5 £ 6,3 s), mas mostrou uma tendéncia em inibir o
periodo de quiescéncia (TEPsg= 18,4 + 3,6 s, TEPy4,= 26,8 £ 1,6 S).

De maneira similar, o bloqueador do receptor GABAx pentilenotetrazol (30 mg /
kg, i.p.; Fig. 4B) n&o induziu mudancgas significativas nas duas fases do modelo
(TEPomin=42,4 £ 3,4 s, TEP25min= 40,0 £ 4,4 s ), porém também mostrou tendéncia em
inibir o periodo de quiescéncia (TEPsa= 18,4 + 3,6 s, TEP,,= 28,7 +4,3 s).

Os animais tratados com essas duas ultimas drogas n&do apresentaram durante a
realizacdo do teste de incapacitacao articular, qualquer sinal de incoordenagao motora,

hiperexcitabilidade ou convulséo.
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Figura 4. Efeito do midazolam e do pentilenotetrazol no modelo de incapacitagao
articular induzida por formalina. A) Midazolam (Mdz = 0,25 mg / kg, i.p., 30 min antes
da formalina) reduziu significativamente o tempo de elevacdo da pata (TEP) na segunda
fase da resposta induzida pela formalina, comparado com o grupo que recebeu apenas
solugao fisiolégica pela mesma via (Sal, p<0,001). B) Midazolam (1,0 mg / kg, i.p.) e
pentilenotetrazol (Ptz = 30 mg / kg, i.p.) ndo causaram efeito significativo no TEP, porém
apresentaram uma tendéncia em aumentar o TEP no periodo de quiescéncia. A letra C
representa o TEP antes da inje¢cdo de formalina 5% (50 ul) no joelho direito dos animais
(0 min); n, o numero de animais de cada grupo. Os dados representados em forma de
média £ epm foram analisados estatisticamente através do teste t de Student.
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5.3 Efeitos dos compostos glicinérgicos microinjetados na SCPdl no modelo de

incapacitagao articular induzida por formalina.

A glicina na dose 100 nmoles, microinjetada em 0,3 pl tanto aos cinco (Fig. 6A)
quanto aos trinta minutos (Fig. 6B) antes da injegao de formalina intra-articular, inibiu a
resposta nocifensiva na 22 fase do teste (Fig. 6A=p<0,001 e Fig. 6B=p<0,05). No
entanto, a glicina aplicada aos cinco minutos mostrou efeito antinociceptivo mais
prolongado do que quando aplicada aos 30 min antes da inje¢ao de formalina. Os TEPs
registrados no pico da segunda fase foram de 42,6 + 1,2 s para o grupo tratado com
liquor artificial; 24,0 + 3,2 s e 31,9 £ 6,8 s para o grupo tratado com glicina, 5 e 30 min
antes da formalina, respectivamente.

A menor dose de dlicina (50 nmoles), aplicada 5 min antes da injec&o intra-
plantar de formalina, ndo mostrou efeito na fase 1 (TEP.a= 42,7 + 2,6 s, TEPg50= 46,9
+4,1s)enafase 2 (TEPA= 40,5 + 2,9 s, TEPgijs0= 43,7 + 5,6 s). Porém esta dose
mostrou um efeito inibitorio significativo (p<0,001 Fig. 6A) sobre o periodo de
quiescéncia (TEPLa= 11,6 £ 0,7 s, TEPgii50= 24,08 £ 5,8 s). Além disso, a mesma glicina
(50 nmoles) microinjetada em outra regido da SCP, a regido ventro-lateral, provocou
forte inibicdo da segunda fase do modelo (p<0,001; Fig. 7). O grupo controle que
recebeu liquor artificial e o grupo tratado com glicina (50 nmoles) tiveram registrados os
seguintes TEPs respectivamente: 46,1 £5,1se229+5,1s.

A microinjecéo de glicina (100 nmoles) na coluna dorso-medial da SCP (SCPdm)
5 min antes da aplicacdo de formalina intra-articular, também conseguiu provocar
inibicdo significativa (P<0,001) da resposta nocifensiva da formalina durante a segunda
fase do modelo. Por outro lado, a microinjecdo de glicina no coliculo superior ndo
alterou o TEP dos ratos. Durante o pico da segunda fase da formalina, as microinje¢des
na SCPdm provocaram um TEP A de 44,1 £ 9,3 s e um TEPg); de 26,4 £ 8,8 s (Fig. 8A).
As microinjegdes no coliculo superior os TEPs registrados foram de 48,8 £ 3,2 s e 40,9
+ 6,9 s para o grupo controle e glicina respectivamente (Fig. 8B).

O efeito inibitorio produzido pela glicina (100 nmoles, 5 min antes da formalina
intra-articular) foi totalmente revertido com o uso do antagonista do sitio para a glicina
no receptor NMDA, o acido 7-cloroquinurénico (p<0,001, Fig. 9). Durante o pico da
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segunda fase de formalina o TEP registrado para o grupo glicina foi de 36,01 £ 4,0 s,
enquanto aqueles que receberam concomitantemente o acido 7-cloroquinurénico (10
nmoles), tiveram um aumento desse TEP para 46,13 + 4,1 s. Nesse experimento
(Fig.9), os 0,3 pl de glicina (100 nmoles) foram capazes de bloquear de forma
significativa, a resposta nocifensiva induzida pela formalina nas duas fases do modelo
(p<0,001). Os TEPs registrados imediatamente apos a injegdo de formalina e durante o
pico da segunda fase, foram respectivamente de: 43,4 £+ 5,1 s e 51,6 + 3,8 s para o
grupo tratado com liquor artificial; 35,7 £ 5,8 s e 36,01 + 4,0 s para o grupo tratado com
glicina. Alguns animais que receberam as microinje¢ées de 100 nmoles de glicina (5
animais) e do acido 7-cloroquinurénico mais glicina (2 animais) mostraram um
comportamento do tipo hiperexcitabilidade e convulsdo (audiogénica) durante (45-60
min) ou apos o teste. Os resultados obtidos com esses animais n&o foram submetidos a
avaliacao estatistica.

Antagonista dos receptores opidides também bloqueou o efeito antinociceptivo
da glicina. Naloxona (1,0 mg / kg, s.c.), aplicada previamente (50 min) por via sistémica,
impediu pelo menos parcialmente, os efeitos inibitérios sobre o TEP induzidos pela
microinjecao de glicina na dose de 100 nmoles (P<0,05; Fig. 10). Esse bloqueio pode
ser melhor observado aos 20 minutos de acdo da formalina, onde os animais que
receberam apenas glicina apresentavam um TEP de 22,24 + 3,14 s, enquanto aqueles
que receberam a naloxona antes da glicina; TEP de 39,5 £ 4,4 s. Os registros dos TEPs
dos grupos controles nesse mesmo tempo, foram de 426 £+ 1,2 s e 426 + 12 s,

respectivamente.
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Bregma -7 A0 mm

Figura 5. Cortes coronais do mesencéfalo de rato (Paxinos e Watson, 1998).

Painel superior: Sitios das microinje¢ées dos compostos glicinérgicos, nas porgdes rostral,
intermediaria e caudal da regido dorsolateral da Substéncia Cinzenta Periaquedutal
(SCPdI). Com predominio das microinje¢des nas porgdes mais caudais da SCPdI (-7,6 e —
7,8). O numero de circulos € menor que o numero de animais utilizados, devido a
sobreposic¢ao de sitios. Os valores representam as distancias em “mm” a partir do bregma.
Painel Inferior: Sitios das microinjecbes dos compostos glicinérgicos localizados fora
SCPdI. 1) coliculo superior; 2) SCP dorso-medial (SCPdm); 3) aqueduto de Sylvius 4) SCP
ventro-lateral (SCPVI).
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Figura 6. Efeito antinociceptivo da microinjecao de glicina na SCPdl no modelo
de incapacitacao articular induzida por formalina. A glicina na dose 100 nmoles (Gli
100) microinjetada aos 5 e aos 30 minutos antes da formalina inibiu de forma
significativa (A=p<0,001 e B=p<0,05; respectivamente) o TEP durante a 22 fase de
resposta nocifensiva, comparada com a microinjegao controle de liquor artificial (LA). A
glicina (Gli 50 nmoles) aumentou de maneira significativa (p<0,001) somente o periodo
de quiescéncia, comparada com grupo LA (A). A letra C representa o tempo de
elevacao da pata (TEP) antes da injegao de formalina 5% (50 pl) no joelho direito dos
animais (0 min) e n, o numero de animais de cada grupo. Os dados representam a
média + epm. Diferengas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey.
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Figura 7. Efeito antinociceptivo da microinjegao de glicina na SCPvl no modelo
de incapacitagao articular induzida por formalina. A microinje¢cdo de 50 nmoles de
glicina (Gli 50) na SCPuvI inibiu de forma significativa o tempo de elevagdo da pata
(TEP) durante a fase 2 do modelo, comparada com a microinjegdo controle de liquor
artificial (LA, p<0,001). As microinjecbes foram realizadas 5 min antes da injegdo
formalina 5% (50 pl) no joelho direito dos animais (0O min). A letra C representa o TEP
antes da injecdo de formalina e n, o numero de animais de cada grupo. Os dados
representados em forma de média £+ epm foram submetidos ao teste t de Student.
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Figura 8. Efeito das microinje¢des de glicina na SCPdm e no coliculo superior no
modelo de incapacitagao articular induzida por formalina. A) A microinjecédo de
glicina na SCPdm (Gli-dm: 100 nmoles) 5 min antes da formalina intra-articular (5%, 50
pl) diminuiu de forma significativa o TEP dos animais em relagdo ao grupo controle que
recebeu liquor artificial intra-SCPdm (LA). B) A glicina microinjetada no coliculo superior
(Gli-cs: 100 nmoles) 5 min antes da formalina intra-articular, ndo alterou de maneira
significativa o TEP dos ratos. A letra C representa o tempo de elevagédo da pata (TEP)
antes da injecdo de formalina (O min) e n, o numero de animais de cada grupo. Os dados
representados pelas médias + epm foram analisados pelo teste de t de Student.
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Figura 9. Bloqueio da antinocicepgdao da glicina pelo 7-cloroquinurénico
microinjetados na SCPdIl, no modelo de incapacitagao articular induzida por
formalina. O tratamento associado do acido 7-cloroquinurénico com glicina
(7CLKYN+GLI) inibiu de forma significativa a diminuicdo do TEP provocada pela glicina,
em relag&o ao grupo tratado apenas com glicina (Gli, p<0,001). A glicina (100 nmoles),
o acido 7-cloroquinurénico (7CLKYN, 10 nmoles) e a associagdo do acido 7-
cloroquinurénico (10 nmoles) com glicina (100 nmoles) foram microinjetados na SCPdlI,
5 minutos antes da inje¢do de formalina 5% (50 pl) no joelho direito dos animais (0
min). A letra C representa o TEP antes da injegdo de formalina e n, o numero de
animais de cada grupo. O grupo controle recebeu DMSO dissolvido numa propor¢ao
inferior a 5 % de liquor artificial (LA). Os dados estédo representados em forma de média
+ epm. A analise estatistica foi realizada com auxilio da ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Tukey.
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Figura 10. Naloxona bloqueia o efeito antinociceptivo da glicina microinjetada na
SCPdIl no modelo de incapacitagao articular induzida por formalina. O grupo tratado
com glicina (Gli, 100 nmoles) intra-SCPdI apresentou diminui¢do significativa do tempo de
elevacdo da pata (TEP, p<0,001) em relagdo ao grupo tratado com liquor artificial pela
mesma via (LA). A aplicagcdo de naloxone (1,0 mg / kg, s.c.), 50 min antes da glicina
(Nx+Gili), bloqueou parcialmente a acao inibitéria da glicina sobre TEP de ratos, comparado
com o grupo que recebeu somente glicina (Gli, p<0,05). A glicina foi microinjetada 5
minutos antes da injegdo de formalina 5% (50 pl) no joelho direito dos animais (0 min). A
letra C representa o TEP antes da injegao de formalina (O min) e n, o numero de animais de
cada grupo. Os controles receberam solucao fisiologica ou naloxone (s.c.), 50 minutos
antes da injecao de liquor artificial na SCPdI (Sal+LA, Nx+LA, respectivamente). Os dados
estdo representados em forma de média £ epm. A analise estatistica foi realizada através
da ANOVA de uma via seguida pelo Tukey.
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5.4 Efeitos dos compostos glicinérgicos microinjetados na SCPdI no teste do tail
flick.

Repetiu-se o protocolo experimental descrito no paragrafo anterior no teste do
tail flick e, ao contrario dos resultados com o teste de incapacitacao articular induzida
pela formalina, a naloxona ndo foi capaz de bloquear de forma significativa o efeito
antinociceptivo da glicina observado no tempo de retirada da cauda (TRC) (Fig. 11). Os
resultados aos 30 minutos de teste foram: TRC o =4,5+ 0,4 s, TRCnx1a = 5,0+ 0,4 s,
TRCgi= 7,3 £ 0,7 s, TRCnx+gi = 10,1 £ 0,6. Aqueles animais tratados previamente com a
naloxone mostraram um comportamento antinociceptivo mais significativo (p<0,001)
daqueles tratados apenas com glicina (p<0,01), em relagdo aos animais controle (Fig.
11).

N&o foram observadas mudangas significativas nos TRCs dos animais os quais
tiveram os sitios das microinjecbes de glicina (100 nmoles) diferentes da SCPdI. No
coliculo superior, os TRCs registrados aos 30 min de teste foram de 6,7 + 0,9 s para o
grupo tratado com liquor artificial (controle); 6,2 + 0,7 s para o grupo tratado com
glicina; 6,8 + 0,4 s para o grupo tratado com naloxona mais glicina. Os grupos nos quais
o sitio identificado foi 0 aqueduto de Sylvius tiveram uma variagdo maior dos seus TRCs
ao longo do tempo de teste e apresentaram os seguintes resultados também aos 30
minutos; TRC Aa=7,8 + 1,15, TRCgi=7,3 £ 1,8 s, TRCnw+gi = 9,0 £ 0,8 (Fig. 12A e
12B). Na SCPdm, os TRCsomin foram de 6,1 s (n=01); para o grupo controle; 5,8 s

(n=02) para o grupo glicina e 6,6 s (h=01) para o grupo naloxone mais glicina.
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Figura 11. Naloxona potencializa o efeito antinociceptivo da microinjecao de
glicina na SCPdl de ratos submetidos ao teste do tail flick. Glicina (Gli=100
nmoles), 5 min antes do estimulo térmico, aumentou significativamente (p<0,01) o TRC
de ratos submetidos ao tail flick, em relagdo ao grupo controle que recebeu liquor intra-
SCPdI (LA). A naloxona (1,0 mg / kg, s.c.) aplicada 50 min antes da microinje¢cdo de
glicina (Nx+Gli) aumentou o TRC de forma mais significativa (p<0,001), comparado
com os grupos controles (Nx+LA e Sal+LA). Os dados estao representados em forma
de média £ epm dos TRCs, a cada 5 min apds as microinje¢des, durante 60 e aos 120
min. No tempo=0 min estao ilustrados os valores basais. Diferengas estatisticas foram
mostradas pela ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida pelo teste de
Tukey.
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Figura 12. Efeito das microinjegdes de glicina no coliculo superior e no aqueduto de
Sylvius em ratos submetidos ao teste do ftail flick. A microinjecdo de glicina (Gli,100
nmoles) no coliculo superior (A) ou no aqueduto de Silvius (B) 5 min antes do estimulo
térmico, ndo alterou de forma significativa o tempo de retirada da cauda (TRC) dos animais
submetidos ao teste do fail flick, comparada com a microinjegao controle de liquor artificial
(LA). Da mesma forma, naloxona (1,0 mg / kg, s.c.) aplicada 50 min antes da microinjegao
de glicina (Nx+Gli), também n&o provocou mudangas significativas no TRC em ambas
estruturas (A e B). Os dados estédo representados em forma de média + epm dos TRCs, a
cada 5 minutos apos as microinjegdes, durante 60 e aos 120 minutos. No tempo=0 min
estdo ilustrados os valores basais. Os resultados foram analisados estatisticamente através
da ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

No modelo de incapacitagdo articular induzida por formalina utilizado neste
trabalho, diferentes farmacos provocaram antinocicepcado, entre eles, a morfina, o
diclofenaco e o midazolam. Além desses, a glicina aplicada na SCPdI também mostrou
potente antinocicepgcdo, a qual foi totalmente revertida pelo 7-cloroquinurénico e
parcialmente bloqueada pela naloxona.

O modelo nociceptivo deste estudo teve como base o modelo de nocicepgao
articular inicialmente proposto por Tonussi e Ferreira (1992), com a finalidade se medir
a incapacitagédo articular induzida por formalina. Nos ultimos anos, a articulagdo do
joelho de ratos tornou-se um modelo importante para o estudo da nocicepg¢éo de tecido
profundo (Heppelmann e Pawlak, 1997; Heppelmann et al., 2000).

Como foi mostrado no presente trabalho, a inje¢do de formalina na articulagado do
joelho dos animais provocou reagcdo de protecdo ao membro afetado, a qual foi
registrada através do aumento do tempo de elevagdo da pata durante a marcha
forgada no cilindro rotatorio. Como geralmente observado nos modelos subcutédneos
usando formalina como estimulo nociceptivo, os animais exibiram duas fases de
resposta nocifensiva interpostas por um periodo de quiescéncia. Essa comparacao é
importante uma vez que sugere que 0s mecanismos neurofisioldgicos nociceptivos da
articulagdo sdo os mesmos daqueles encontrados no tecido subcutédneo na sua
capacidade de responder a formalina.

O teste de formalina € um importante modelo de dor persistente, no qual a
duragédo dos comportamentos nociceptivos é de aproximadamente 1 hora (Dubuisson e
Dennis, 1977; Abbot et al., 1995). A primeira fase de resposta nocifensiva da formalina
(dor aguda) esta relacionada a ativagao direta dos nociceptores, devido a estimulagéo
quimica periférica (Wheeler-Aceto e Cowan, 1991; Taylor et al., 2000). Na segunda fase
(dor tonica), os comportamentos nociceptivos sdo gerados pela continua estimulagéo
dos nociceptores por mediadores inflamatérios e/ou por uma hiperexcitabilidade da
medula espinhal induzida pela primeira fase (sensibilizacdo central) (Dickenson e
Sullivan, 1987; Coderre et al., 1990; Tjolsen et al., 1992 e Taylor et al., 1995). O periodo

de quiescéncia se deve a inibicdo da transmissdao nociceptiva através dos circuitos
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supraespinhais (Matthies e Franklin, 1992) bem, como dos circuitos espinhais (Kaneko
e Hammond, 1997).

Neste trabalho, as duas fases de resposta nocifensiva da formalina intra-
artuicular foram completamente bloqueadas pela morfina aplicada subcutaneamente 60
minutos antes do teste. Utilizou-se 4 mg / Kg de morfina uma vez que essa dose foi
observada produzindo efeito antinociceptivo maximo no modelo inflamatério de artrite
induzida por carragenina (Tonussi e Ferreira, 1992). No presente estudo, a eficacia do
efeito da morfina e o seu antagonismo pela naloxona revelaram a sensibilidade deste

modelo em relag&o aos analgésicos opidides.

A morfina € um protétipo agonista dos receptores opidides do tipo p os quais
medeiam a analgesia (por mecanismos pré e pos-sinapticos) em multiplos sitios do
sistema nervoso central. No corno dorsal da medula espinhal, os agonistas dos
receptores opidides do tipo p podem bloquear a transmisséo da dor, através da inibicdo
direta da liberagdo de neurotransmissores dos nociceptores juntamente com a
diminuicdo da despolarizag&o sinaptica. Ao nivel supra-espinhal, os agonistas opidides
do tipo 4 atuam nas estruturas que formam o circuito modulatério da dor: cortex insular,
amigdala, hipotalamo, SCP, DLPT e RVM (para revisao, ver Fields, 2004). Além disso,
estd bem estabelecido que os agonistas opidides enddgenos e exogenos também
causam antinocicepgao periférica (Ferreira e Nakamura, 1979; Levine e Taiwo, 1989)
através de seus receptores expressos nos terminais periféricos dos neurdnios
sensoriais em condi¢gbes inflamatorias (Stein et al, 1988; 1989). Sendo assim,
poderiamos sugerir que 0s mecanismos opidides enddgenos (central e periférico)
apresentam importante papel na modulagdo das duas fases do modelo de

incapacitagao articular induzido por formalina.

Além da sensibilidade aos analgésicos opidides, o fato dos animais terem que
obrigatoriamente caminhar no cilindro permite que o modelo de incapacitagdo articular
induzida por formalina discrimine o efeito analgésico puro daqueles outros efeitos dos
opidides na atividade locomotora (sedagdo, incoordenagao, catalepsia e etc). Essa
caracteristica foi observada no tratamento com fentanil (outro agonista opidide do tipo

M), o qual causou queda recorrente dos animais do cilindro, na dose de 50 pg / kg,



47

geralmente usada como analgésica (Abram et al., 1997).

Ao contrario, o inibidor das cicloxigenases, o diclofenaco (Oliw et al., 1978),
produziu antinocicepgao somente na segunda fase de resposta induzida pela formalina.
A cicloxigenase € uma enzima chave na conversdo do acido araquidénico em
prostaglandinas (PGs). Duas isoformas de cicloxigenases (COXs) sao conhecidas:
COX-1, enzima expressa constitutivamente, responsavel pela producdo de PGs as
quais medeiam fungdes homeostaticas e a COX-2, enzima induzida, responsavel pela
producdo de PGs durante a inflamagao (Vane et al., 1998). Na dor inflamatoria
produzida pela formalina existem evidéncias que a COX-1 periférica tenha uma
participagdo mais importante do que a COX-2 (Torres-Lopez et al., 2002). As PGs
produzidas podem contribuir com mecanismos excitatérios através da supressao da
condutancia de K™ e aumento na condutancia de Na** (e Ca™") pelos nociceptores (para
revisdo, ver Millan, 1999). A intensidade dos efeitos inibitorios do diclofenaco obtidos
aqui nesse trabalho sugere que, como no tecido subcutdaneo, a producdo de
prostaglandinas € um componente importante da nocicep¢ao articular na segunda fase
de resposta nocifensiva da formalina (Tjolsen et al., 1992), e que este modelo pode ser
usado como um teste sensivel para deteccéo de antiinflamatorios ndo-esteroidais.

Duas doses de diclofenaco foram usadas no presente estudo. A menor dose foi
observada produzindo efeito antinociceptivo maximo no modelo inflamatério de artrite
induzida por carragenina (Tonussi e Ferreira, 1994) e LPS (Motta et al, 2003), enquanto
que a maior dose foi observada produzindo maximo efeito anti-edematogénico no
modelo de artrite induzida por LPS (Bressan, artigo em edi¢cdo). A alta eficacia da
menor dose de diclofenaco foi previamente vista ser mediada por mecanismo
dependente da via Oxido nitrico/monofosfato de guanosina ciclico (NO/GMPc), e pela
abertura de varios tipos de canais de potassio no neurdnio aferente primario (Tonussi e
Ferreira, 1994; Ortiz et al., 2002), enquanto a maior dose parece ser mediada pela
inibicdo da sintese de prostaglandinas, como sugerido pelo efeito anti-edematogénico.
Os resultados desse estudo com o diclofenaco sugerem que provavelmente a ativagéao
da via do oxido nitrico nao foi suficiente para produzir efeito antinociceptivo no presente
modelo. Talvez o uso combinado do diclofenaco com os promotores da via do 6xido

nitrico como o inibidor da fosfodiesterase do GMPc (Asomoza-Espinosa et al., 2001;
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Patil et al., 2003), pudesse mostrar o efeito antinociceptivo do diclofenaco em baixas
doses.

Desta maneira, o efeito observado das drogas opidides e dos antiinflamatorios
nao-esteroidais segue a mesma linha dos testes de formalina classicos (Tjolsen et al.,
1992), e reforca a confiabilidade deste método como uma ferramenta segura para
estudos de nocicepcéo.

O efeito do benzodiazepinico (BZD) midazolam no teste de incapacitagédo
articular induzido por formalina foi inconsistente. A dose de 0,25 mg / kg que havia
mostrado efeito ansiolitico no teste do pluz maze (Bertoglio e Carobrez, 2002) provocou
neste trabalho, potente antinocicepgédo. Por outro lado, a dose de 1,0 mg / kg a qual
Tatsuo e colaboradores (1997) haviam mostrado efeito pré-nociceptivo, ndo produziu
efeito na resposta nocifensiva no presente estudo.

Os BZDs modulam alostericamente o complexo receptor tipo A para o acido
gama-aminobutirico (GABA), o receptor GABAa. Este receptor esta amplamente
distribuido no sistema nervoso central dos mamiferos e € caracterizado por uma
estrutura heteropentamérica ligada a um canal anidnico (Sigel et al., 1983). A ativagao
deste complexo receptor produz aumento na condutancia de Cl ~ na membrana e
inibicdo neuronal (para revisao, ver Korpi et al., 2002).

Os efeitos sedativos, hipnéticos e ansioliticos dos BZDs estdo bem
estabelecidos. Entretanto, os efeitos dos BZDs na nocicep¢do ainda permanecem
obscuros. Estas drogas foram encontradas produzindo moderada antinocicepgao (Pang
et al., 2001; Zambotti et al., 1991), nenhum efeito (Palaoglu e Ayhan, 1986; Tonussi e
Ferreira, 1992; Gatch, 1999) e até mesmo efeito pro-nociceptivo (Tatsuo et al., 1999).
Somado a isso, muitos autores mostraram um bloqueio da antinocicepgao induzida pela
morfina (Palaoglu e Ayhan, 1986; Daghero et al., 1987) bem como da antinocicepgao
nao narcotica (Pukulska e Czarnecka, 2001) pelos benzodiazepinicos, enquanto outros
mostraram uma potencializacdo de um analgésico ndo narcotico como alprazolam
(Dolezal e Krsiak, 2002).

Sabe-se que a nocicepg¢ao oriunda dos tecidos cutaneos e profundos ativa
diferentes regides da SCP (Keay et al., 2000) e amigdala (Neugebauer et al., 2004),

ambas as estruturas que integram os comportamentos afetivo e nociceptivo, e
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envolvidas na ativagado das proje¢des modulatérias descendentes para o corno dorsal
da medula espinhal. O medo e a ansiedade podem alterar a nocicepgao humana e
animal em ambas as dire¢des dependendo da sua origem. Por exemplo, o medo e a
ansiedade mostraram atenuar a nocicepg¢ao cutanea (Fanselow e Helmstetter, 1988;
Conceicao et al., 1992; Helmstetter, 1993; Rhudy et al., 2004) e aumentar ou n&o afetar
a nocicepgao de origem profunda (Conceigéo et al., 1992; Gunter et al., 2000; Norton e
Asmundson, 2004). Os BZDs podem reverter a antinocicepgéo induzida pelo estresse,
provavelmente atenuando a excitagdo dos circuitos antinociceptivos enddgenos
ativados pelo medo e pela ansiedade (Fanselow and Helmstetter, 1988; Helmstetter,
1993), o que também pode explicar o efeito hiperalgésico dessas drogas nos modelos
de dor cutanea. Por outro lado, a ansiedade facilita a nocicepcao persistente dos
tecidos profundos (Neugebauer et al., 2004) e o uso de BDZ poderia resultar em uma
antinocicepgao. Essa idéia poderia explicar a antinocicepcdo do midazolam em
camundongos em um modelo de nocicepgéo visceral (Nunes-de-Souza et al., 2000).
Isto pode ser um dos fatores responsaveis pelo marcante efeito antinociceptivo obtido
neste trabalho com o midazolam e os encontrados na literatura, porém nao explica a
auséncia de efeito antinociceptivo com a maior dose de midazolam.

Injecbes de agonista do receptor GABAA na porcao rostral ventromedial do
bulbo RVM (Gilbert e Franklin, 2001) ou injegbes intra-cerebroventricular de BZDs
(Tatsuo et al., 1999) aumentaram fortemente a nocicep¢do. De uma maneira oposta, os
BZDs injetados na medula, produzem antinocicepgdo em muitos modelos (Niv et al.,
1988; Zambotti et al., 1991). Analisando esses dados, n&o é dificil argumentar que
muito dos resultados contraditorios sobre o efeito na nocicepcdo dos BZDs
administrados por via sistémica relatado na literatura podem ser consequéncia das
diferentes agdes dessa classe de drogas nos circuitos espinhais e supraespinhais. Com
isso, poderia se sugerir que a menor dose de midazolam utilizada neste estudo (0,25
mg / kg) estaria facilitando o mecanismo inibitorio GABAérgico no corno dorsal,
enquanto a maior dose (1,0 mg / kg) estaria inibindo as proje¢cées supraespinhais
descendentes inibitérias, como proposto por Gilbert e Franklin (2001). Essa inibi¢ao do

sistema inibitério descendente é consistente com a tendéncia de um aumento da
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nocicepgao observada no periodo de quiescéncia daqueles animais tratados com a
maior dose de midazolam.

O pentilenotetrazol € uma droga ansiogénica que vem sendo cada vez mais
utilizada nos estudos de comportamento animal (para revisao, ver Jung et al., 2002).
Também atua no receptor GABAa, no entanto de maneira antagbnica aos BZDs. Os
dados do presente trabalho mostram que similarmente aos BZDs na maior dose, o
pentilenotetrazol ndo apresentou efeito sobre a resposta nocifensiva da formalina, mas
mostrou tendéncia em aumentar a nocicepgcdo do periodo de quiescéncia. Esses
resultados diferem-se da literatura a qual mostra que na mesma dose subconvulsivante
e ansiogénica de 30 mg / kg (De-Souza et al., 1998) utilizada neste estudo, o
pentilenotetrazol mostrou-se antinociceptivo em modelos cutdneos de nocicepgao
térmica e mecénica (Conceigao et al., 1992; Rocha et al., 1999). No entanto, como foi
discutido anteriormente, no modelo articular aqui utilizado, o medo e/ou a ansiedade
poderiam estar aumentado a sensibilidade da nocicepcédo persistente induzida pela
formalina.

Existem evidéncias sugestivas que a SCP, parte da area limbica mesencefalica,
€ um local de integracdo importante do sistema nervoso central, capaz de controlar os
estados motivacionais dos animais. Além de ser um importante sitio para o
processamento de medo e ansiedade, a SCP é o principal componente do sistema
descendente inibitério da dor (para revisao, ver Behbehani, 1995). A SCP pode ser
dividida em quatro colunas longitudinais (dorso-lateral, dorso-medial, lateral e ventro-
lateral) em virtude das suas caracteristicas imunoistoquimicas, densidade de
receptores, conexdes e fungdes (Bandler e Shipley, 1994; Bandler e Keay, 1996) A
ativagdo, em muitas espécies, da regido dorsal da SCP através de estimulos elétricos
Oou quimicos provoca reagdes aversivas e antinocicepgao (Bandler e Carrive, 1988). Em
nosso estudo, a estimulagdo quimica da regido dorso-lateral da SCP (SCPdl) também
causou antinocicepg¢ao nos dois modelos de dor utilizados.

A microinjegdo na SCPdI de glicina (100 nmoles) teve efeito antinociceptivo, tanto
na incapacitacdo articular, quanto no fail flick. Os dados da literatura mostram a
importancia da glicina, além do glutamato e do GABA, na modulagdo da nocicepgéo
pela SCP (Betz et al., 1991) e através dos resultados desse trabalho, mostramos o
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envolvimento deste aminoacido na antinocicepgdo mediada através da regido dorso-
lateral da SCP.

A localizagdo histologica dos sitios das injegcdes revelou que o efeito
antinociceptivo da glicina, nos dois modelos algesimétricos ndo ocorreu fora da SCP,
levando em consideragao que todas as injegdes realizadas no coliculo superior, tanto
no modelo da incapacitagao articular quanto no teste do fail flick ndao provocaram tal
efeito. Alguns pesquisadores conseguiram inibir o reflexo do fail flick com a estimulagcao
das camadas mais profundas do coliculo superior (Coimbra e Brand&o, 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 regido dorsal, tendo em vista que as injegdes no coliculo superior e no
aqueduto de Silvius (regides limitrofes) nado induziram alteragdo significativa no
comportamento nociceptivo.

Esta bem reconhecido que juntamente com a antinocicepgao, a ativagao elétrica
ou quimica das regides dorsal e dorso-lateral da SCP, produzem em ratos,
comportamentos aversivos caracterizados por reagbes de “luta ou fuga” (corridas,
pulos) e ativagdo de respostas autondmicas (hipertensdo arterial, taquicardia e
redistribuicdo de sangue para a musculatura esquelética) (Bandler e Carrive, 1988;
Bandler et al., 2000). De forma que, para alguns autores, esses achados sugerem que a
antinocicepgao da regidao dorso-lateral da SCP é apenas secundaria a estimulagéo
aversiva do ceérebro, uma forma de analgesia induzida por estresse (Fardin et al., 1984,
Prado e Roberts, 1985; Sandner et al., 1987 Jensen e Yaksh, 1992), porém para outros,
a antinocicepgdo mediada pela SCPdl € um componente integrado das respostas de
defesa (Morgan et al., 1987; Fanselow, 1991; Bandler e Shipley, 1994; Behbehani,
1995; Morgan et al., 1998). Apesar da glicina ter mostrado efeito do tipo ansiogénico
quando injetada na SCPdI (Schmitt et al., 1995; De-Souza et al., 1998; Teixeira e
Carobrez, 1999), este achado ndo sugere que o efeito antinociceptivo da glicina
revelado neste estudo seja secundario a estimulagédo aversiva da SCPdI, uma vez que,
como ja foi discutido, no modelo de incapacitacéo articular, o medo e/ou a ansiedade
poderiam aumentar a nocicepgao persistente induzida pela formalina (Neugebauer et
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al., 2004). Desta forma, poderiamos atribuir que o efeito antinociceptivo da estimulagéo
quimica com glicina da SCPdI| faz parte das reacbdes de defesa coordenadas por essa
regiao .

De acordo com os resultados no modelo de incapacitacdo articular, o efeito
antinociceptivo da glicina foi mediado pelos receptores NMDA na SCPdI. O antagonista
seletivo dos receptores glicina-B, o acido 7-cloroquinurénico, aplicado juntamente com a
glicina, bloqueou totalmente a antinocicepgéo. Esses resultados corroboram a grande
maioria dos trabalhos os quais exaltam a acdo antinociceptiva através do receptor
NMDA na SCP, como os aminoacidos excitatorios (Jensen e Yaksh, 1984; Carstens et
al., 1990; Jensen e Yaksh, 1992) os analogos do NMDA (Jacquet, 1988; Siegfried et al.,
1989; Jensen e Yaksh, 1992). O efeito antinociceptivo oriundo da ativagdo dos
receptores NMDA ¢é consequéncia, de uma forma geral, da liberacdo de
neurotransmissores antinociceptivos (dopamina, norepinefrina e serotonina) dos
neurdnios das vias bulbo-espinhais (Fink et al., 1992). Em adigéo, trabalhos recentes
mostraram que os neurdnios glutamatérgicos da SCP ativam diretamente as células-off

e inibem as células-on do RVM (Tortorici e Morgam, 2002).

N&o obstante, a acdo da glicina microinjetada na SCPdl observada nesse
trabalho e o seu antagonismo pelo acido 7-cloroquinurénico, confirma que o sitio da
glicina no receptor NMDA nao estava saturado e foi passivel de modulagdo. Essa
evidéncia esta de acordo com outros autores os quais mostraram que os receptores
glicina-B (tanto os ndo ocupados quanto os de baixa afinidade) foram ativados pela
injecéo de glicina na SCPd e SCPdI (De-Souza et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999).
A glicina, assim como o glutamato € mantida em baixas concentracdes extracelulares
por meios especificos de recaptacédo (Legendre, 2001). Esse deve ser o motivo pelo
qual o efeito antinociceptivo da injecdo prévia de glicina aos trinta minutos foi menos
prolongado que aquele observado quando da injegado cinco minutos antes do teste de
incapacitagao articular.

Analisando os dados com as duas doses de glicina utilizadas neste trabalho,
pode ser observado que a estimulacdo da SCP induziu diferentes comportamentos

nociceptivos. Na menor dose (50 nmoles), apenas a regido ventro-lateral foi capaz de
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mediar os efeitos antinociceptivos desse aminoacido. Estudos prévios mostraram que
ocorre uma diminuicdo da concentracdo de glicina extracelular na SCPvl durante a
resposta bifasica nociceptiva da formalina subcutanea (Maione et al, 2000), bem como
durante as respostas a outros estimulos nociceptivos periféricos (Pourcho et al., 1992;
Sherman et al., 1997). Além disso, a maior parte da glicina liberada deve estar atuando
principalmente nos receptores NMDA (Viu et al., 1998). As colunas da SCP sao
diferentemente ativadas conforme a resposta afetiva da dor (Keay e Bandler, 2002). Por
exemplo, atraveés do uso do proto-oncogene c-fos, a dor considerada escapavel (fasica
e oriunda de tecidos cutédneos) promoveu a ativagdo principalmente das regides
dorsolateral e lateral; por outro lado, a dor inescapavel (persistente e geralmente
oriunda tecidos profundos) ativou principalmente a regido ventrolateral da SCP (Rodella
et al., 1998; Lumb et al 2002). Esse fato poderia explicar a poténcia da analgesia da
glicina mediada pela regidao ventro-lateral da SCP.

De maneira contraria, os mesmos 50 nmoles de glicina microinjetados na SCPdI
provocaram forte inibicdo do periodo de quiescéncia. Tanto na SCP quanto no corno
dorsal da medula espinhal, a glicina inibe a despolarizagdo evocada pelo glutamato e
reprime os disparos neuronais (Min et al., 1996). Além disso, algumas pesquisas vém
sugerindo que a analgesia dos opidides na SCP se deve, pelo menos em parte, pela
supressdo das influéncias inibitorias da glicina sobre os neurbnios que formam parte
das vias descendentes que controlam a dor (Min et al., 1996; Onaka et al., 1996). Desta
forma, é possivel sugerir que a agéo pro-nociceptiva da glicina revelada nessa dose,
seja consequéncia da ativagdo dos receptores para a glicina ligados a canais de CI
localizados em maior concentragdo na regido dorsolateral da SCP (Fujita et al., 1991 e
Fujiwara et al., 1998). Embora alguns trabalhos também sugiram a participacdo dos
receptores NMDA da SCP em sistemas pré-nociceptivos (Jensen e Yaksh, 1992;
Vaccarino et al., 1997, Suman et al., 1998).

O efeito antinociceptivo que decorre da estimulacéo elétrica ou quimica da SCP
esta bem estabelecido (Reynolds 1969; Mayer et al., 1971; Mayer e Price, 1976; Jensen
e Yaksh, 1992). No entanto, o que se tem evidenciado € que existe mais de um sistema
antinociceptivo dentro da SCP com substratos neuroquimicos diferentes. A grande

maioria dos autores mostrou que a naloxona somente reverte analgesia produzida pela
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estimulag&o da regido ventral ou ventro-lateral (Cannon et al., 1982; Fardin et al., 1984;
Carstens e Watkins, 1986; Thorn et al., 1989; Nichols et al., 1989; Van-Praag e Frenk,
1991) e a partir desses dados sugeriram um sistema opioidérgico ventral e um sistema
nao-opioidérgico dorsal. Além disso, a analgesia da regido ventral apresentou ter
tolerancia mais pronunciada e mais aguda (Morgan e Liebeskind, 1987; Tortorici et al.,
1999). Os resultados com a naloxona no modelo de incapacitagao articular induzida por
formalina no presente trabalho, ndo séo totalmente contrarios a idéia de dois sistemas
antinociceptivos dentro da SCP. Entretanto, o fato desse antagonista opidide ter
revertido, pelo menos em parte, o efeito antinociceptivo da glicina na SCPdl, sugere

também uma via opioidérgica na antinocicepgéo da coluna dorso-lateral da SCP.

Antes das possiveis explicagdes da reversdo da naloxona, € valido destacar que,
no modelo de incapacitagdo articular estudado neste trabalho, a naloxona (1,0 mg/ kg)
sozinha nado foi capaz de alterar o efeito nociceptivo da formalina. Nos modelos de
aplicagcao subcuténea da formalina, a naloxone também mostrou néo ter efeito sobre a
resposta nocifensiva (North, 1978; Kocher, 1988; Pertovaara et al., 1991; Taylor et al.,
1997).

A reversao da analgesia pela naloxona pode depender de alguns critérios, por
exemplo, do estimulo nociceptivo periférico aplicado (Jensen e Yaksh, 1984), uma vez
que o estimulo fasico e o estimulo tbnico podem tanto utilizar vias diferentes para
producdo quanto para supressao dor (Ryan et al., 1985). Em todos os trabalhos nos
quais a naloxona nao reverte a analgesia provocada pela estimulacéo elétrica da SCPd,
o estimulo utilizado foi de nocicepgao fasica (Cannon et al., 1982; Fardin et al., 1984;
Thorn et al., 1989; Nichols et al., 1989; Van-Praag e Frenk, 1991), incluindo os nossos
resultados com o teste do fail flick. Ao contrario, o uso de um estimulo ténico (formalina
intra-articular) neste trabalho evidenciou, pelo menos em parte, um componente

opididérgico nos efeitos antinociceptivos mediados pela SCPdI.

Outro critério que poderiamos sugerir para a reversdo da naloxone € a
intensidade pela qual a SCPd é ativada. A estimulagdo com corrente elétrica ou com
aminoacidos excitatorios da SCPd pode excitar muitas vias antinociceptivas dessa

regiao, entre elas vias opioidérgicas (Fedynyshyn et al., 1989) colinérgicas (Guimaraes
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e Prado, 1994) serotoninérgicas (Coimbra et al., 1992; Coimbra e Brandao, 1997) e vias
canabindides (Walker et al, 1999). Somada a essas, a estimulagdo elétrica ativa ainda
as fibras de passagem provenientes de outras regides ou estruturas cerebrais (Ranck,
1975). A estimulagdo com corrente elétrica ou com aminoacidos excitatorios apresenta
intensidade mais potente que aquela vista apenas com o aminoacido glicina,
provavelmente por isso, quando se retira o componente opioidérgico da analgesia
provocada pelo estimulo de alta intensidade, esse nao altera o efeito antinociceptivo
final da SCPd.

O fato € que, além dos critérios expostos acima, as regides dorso-lateral e
ventro-lateral da SCP se intercomunicam (Nichols e Thorn, 1990; Jansen et al., 1998).
E, seguindo essa linha de raciocinio, pode-se sugerir que de alguma forma a ativagao
com glicina da SCPdI e/ou o modelo de nocicepgao ténica e profunda, estudados nesse
trabalho, podem também estar ativando indiretamente vias opioidérgicas envolvidas na

antinocicepgao mediada pela regido ventro-lateral da SCP.

Outros resultados com a naloxona que também sao de relevancia, foram os
revelados no teste do tail flick. Neste teste, o reflexo de retirada da cauda exposto a um
estimulo térmico como todos os reflexos medulares, esta sujeito a ser controlado por
estruturas supraespinhais (Mitchell e Hellon, 1977). A literatura mostra que tanto a
estimulacéo elétrica (Cannon et al., 1982; Aimone e Gehart, 1986; Morgam e Frankilin,
1988) quanto a quimica (Van-Praag e Frenk, 1990; Jensen e Yaksh, 1992) da SCP
provoca aumento da laténcia do tail flick , isto é, antinocicepgéo. A ativagdo da SCPdI
com glicina utilizada no presente estudo também provocou antinocicepgao neste
modelo, contudo de uma maneira surpreendente a inje¢cao subcutanea de naloxona (1,0
mg / kg, 50 min antes) potencializou a ac&o da glicina. Efeito similar foi observado em
um trabalho publicado 1980, por Urca e seus colaboradores, no qual a naloxona numa
dose maior (10 mg / kg) potencializou o efeito antinociceptivo no tail flick do glutamato
microinjetado na SCP. A literatura mostra que os opioides tém potencial para modular
os receptores NMDA na SCP. Estudos in vitro revelaram uma frequente co-localizagéo
dos receptores opidides do tipo | e receptores glutamatérgicos do tipo NMDA nas
membranas pos-sinapticas dos neurdnios da SCP (Commons et al., 1999). Além disso,

através de técnicas de patch clamp, mostrou-se que os opidides inibem tanto as
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transmissdes sinapticas GABAérgicas quanto as glutamatérgicas (Vaughan e Christie,
1997). Desta maneira, poderiamos sugerir que neste trabalho o efeito potencializador
da naloxona sobre a antinocicepg¢ao da glicina no teste do tail flick, foi consequéncia da
desinibicdo dos neurdnios glutamatérgicos através do bloqueio dos receptores opidides
do tipo.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o sitio para glicina no receptor NMDA
localizados na SCPdI é passivel de modulagdo. Além disso, foi mostrado pela primeira
vez o efeito antinociceptivo da glicina microinjetada na SCPdI de ratos, o que mostra
uma das fungdes desse aminoacido nessa estrutura. A glicina deve estar ativando as
vias modulatorias que se projetam para o corno dorsal da medula espinhal, com a
finalidade de inibir o estimulo nocivo. Provavelmente, esse efeito antinociceptivo da
SCPdI deve fazer parte do sistema de defesa integrado gerado por essa regiao, do qual

os efeitos aversivos também fazem parte.

Os resultados deste estudo sugerem ainda que esta antinocicepgao provocada
pela estimulacdo da SCPdI apresenta componentes opidides, mas que estes para
serem observados dependem da intensidade do estimulo usado para ativar a regido

e/ou do modelo nociceptivo empregado.

Em relacdo ao modelo de incapacitagdo articular induzida por formalina,
podemos sugerir que, além de uma ferramenta com sensibilidade e especificidade
confiaveis para o estudo de analgésicos classicos, pode ajudar a predizer outros fatores
dos quais a analgesia precisa para ser revelada ou mantida. Desta forma, poderiamos
sugerir ainda o emprego deste modelo nos estudos de dor profunda, uma vez que a dor
de origem somatica profunda e visceral € o tipo de maior relevancia clinica ndo apenas
devido suas caracteristicas patologicas intrinsecas, mas também pelo fato de

mostrarem com maior intensidade respostas emocionais e comportamentais.
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