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"Para um grande sonho tornar-se verdadeiro,
a primeira condigdo & ter uma grande capacidade de
sonhar; a segunda & a perseveranca — a f& no sonho."
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humana.”

{Bertolt Brecht)



"Diante dos acontecimentos de cada dia,
numa epoca em que reina a confusao,
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1. INTRODUCAD

A palavra estresse @ usada no sentido biologico para

descrever dor, sofrimentoc ou desconforto, podendo estar presente

em varias condigBes. Nio ha, no entanto.,. qual quer medida de
estresse objetiva disponivel, N3c ha nem mesmo uma ampla
acelitagda de seu significado. De forma geral. as pesguisas

envolvendo condiglles de estresse enfocam respostas fisioldgicas
ou comportamentais de animais a uma ampla gams de estimulos, sem
que sejam tentadas quaisquer interrel agdes entre as mesmas. Esse
enfoque isolado de abordagens tem levado a diferentes conceitos e
definiglbes de estresse (HATTINGH, 1988). >

As primeiras descrigcties de reagties fisiologicas e
comportamentais a estimulos nocivos foram feitas por SELYE
(1936a) que, na epoca, as considerou caracteristicas de todos os
organismos superiores,denominando o conjunto dessas respostas de
estresse. Posteriormente, o estresse foi redefinido como o
conjunto de respostas estereotipadas, isto e, geneticamente
determinadas e inespecificas,emitidas por um animal como reag3o a
situagcties de demanda (SELYE, 1951). Por essa definig3o, situagtes
que aumentam a demanda interna do organismoc s3o consideradas
estressores. Este conceito & limitado, pois ignora a importancia
da percepcdo das respostas fisioldégicas, as origens psicolégicas
e as consequencias dessas respostas. MASON (1971), por sua vez,
sugeriu gque o estimulo fisicldgico resulta numa resposta ao

estresse somente por promover uma reagdo emocional. SELYE (1976&)



menciona n3do apenas a interdependéncia . dessas respostas
fisiologicas e psicoldgicas, como também a impossibilidade de que
uma ocorra sem a outra. O DORLAND'S MEDICAL DICTIDNARY (1982
define o estresse como a "'soma de reagbes bioldgicas a gualguer
estimulio adverso - +fisico, mental ou emocional, interno ou
externo - que tende a perturbar a homeostase de um organismo

fluando inadeqguadas, estas reagtes compensatorias do estresse

podem produzir varias disturbios, fisiclogicos e/ou psicologicos.
Recentemente, VOGEL (1987) definiu como estresse o copjunto de
respostas especificas morfoldgicas, .bioquimicas, fisiologicas
e/ou comportamentais de um organismoc a eventos estressantes.
Nesse sentido, esse autor enfatiza que uma defini;aq absoluta de
estresse requeriria ateng®o tanto ac contekto de seu uso quanto
as suposiglies concernentes aos objetivos do estresse.

Embora por vezes as reagfies organicas ao estresse possam
ser drasticas, elas apenas constituem modificagies especificas
que traduzem alguns dos sinais classicos da '"sindrome de
adaptag3c geral" (GAS = ‘"general adaptation syndrome”) proposta
por SELYE: hipertrofia adrenal, involugdo timo-linfatica e
aparecimentoc de ulceras gastro—duodenais {(SELVYE, 19346, a, b, c,
1943). Essas modificaglMes ocorrem em animais experimentais
expostos a uma yariedadé expressiva de fatores estressantes
exagenos como imobilizag3o, +frio, calor, fome, sede, densidade
popul acional elevada, isoclamento social e cutros. Geralménte, ao

término da evento estressante, a resposta evocada pelo mesmo

finaliza, e o organismo retorna a sua condig3c de homeostase

original.



Os primeiros estudos experimentais envolvendo condigies
de estresse enfocavam mails 0s seus aspectos neuroendocrinos do
que o fenomeno em si. CANNON (1929, 133%9) estudou o sistema
simpatico-adrenal, demonstrandc n3o so a integracio das respostas
como 0o envolvimento da noradrenalina e adrenalina com o guadro.
Baseando-se no conhecimento dos hormonios esteroidais e na
identificagdoc do ACTH (hormonic adreno-corticotrofico), SELYE

(1936 c. 19535) propds a conceituagdo da " reacdo de alarme " e da

sindrome de adaptag3c geral " (GAS) as situagBes ocu condigcbes
estressantes. Estudos neurofisiologicos posteriores

estabeleceram a existéncia de mecanismos requladores situadaos no

diencefalo e mesencefaloc (HESS, 1947, 1963) e identificaram o
hipotalamo como a estrutura *de controle funcional da
adeno-hipdfise (HARRIS, 1955). Paralelamente , a descoberta do

fator liberador de corticotrefina, CRF (SAFFRAN e SCHALLY, 19535),
permitiu ewvidenciar a funcido +fisiologica do sistema porta-—-
hipotalamo—-hipofisario, descrito anteriormente por HARRIS (1955).
Esses e outros estudos (SOURKES, 19843 KANT et alii, 19835, 1987;
ARMARIO et alii, 19865 MAIER et alii, 19863 HDLSDﬁ et alii, 1988)
estabeleceram as importantes interrelagtes entre o estresse e a
atividade do eixo hipotalamo-hipdfise—adrenal. 0O aumento da
atividade desse eixo esta inequivoca e criticamente envolvido na
regul agac das mudangas comportamentais e fisioclogicas
determinadas por fatores estressantes (MAIER et élii, 1986).

De ocutro lado, MASON (1971) mostrou a existencia de
padrUes diferentes de respostas endocrinas a diversas condigies

de estresse, estabelecendo, desta forma, a especificidade das



respostas humorais. 0 estresse afeta diferentes individuos de
maneiras distintas. As respostas que induz n3oc s3o discretas
nem tampoucc padronizadas, mas individuais e especificas (MASON,
1271) e dependentes da natureza do estressor (SELYE, 19S0).

As respostas bioldgicas ao estresse incluem alteragtes
dos sistemas cardiovascular e i1munolaogico, bem como modificagies
da atividade neuronal e do comportamento. Essa diversidade de
efeitos do estresse da uma indicag3o clara de sua importancia
como estimulo fisioldgicao. No entanto. as bases biocguimicas do
estresse s3o pouco entendidas devido, talvez, a complexidade dos
eventos defl agrados pelo estressor. Um evento primario de todas
as formas de estresse e a secreqdoc do hormonio adrenco~
corticotrofico (ACTH) da hipofise anterior. Liberado na corrente
sanguinea,o ACTH estimula a glandula adrenal a produzir
glicocorticoides, que mediam uma miriade de respostas biolagicas
subsequentes (REISINE et alii, 1986).

Aceita~-se que a maioria dos sistemas bioquimicos e
fisiclogicos sejam afetados pelo estresse (ANISMAN, 19783 RUIRCE
e MACIKEL, 1981; VOGEL, 1987). Assim, a exposigdo aguda a varias
modal idades de estimulas estressantes induz respostas
fisiclogicas marcantes e altera profundamente os comportamentos
subsequentes em muitas especies, inclusive a humana (HATT INGH,
1986) . Eventos estressantes, como a aplicagao &e eletrochagque as
patas ou natag3o forcada. entre ocutraos, promovem uma variedade de
fenomenos como modificagMes da atividade locomotora (KATZ e

MANICK, 1984), da temperatura corporal (APPELBAUM e HOLTZMAN,

1984, 19855 SINGER et alii, 1986) e a manifestagdo de catalepsia



(BHATTACHARYA e FARMAR, 1985). Tais mudancas devem—-se a ativac3o

do eixo hipofise—-adrenal com elevagdc dos niveis piasmaticos de

ACTH, corticosterona, e do opioide beta -~ endortina (KEIM e SIGGE.
197635 KATZ e MANICK, 198435 MAKARA, 19855 HOLSON et aliy, 198635
AVANZINO et alii, 1987>). Talvez por 1sso., dentre as ailteraciies

comportamentais mails relatadas comc resposta a estressores,
aparece a elevagdc do limiar nociceptivao, 1stoc e, a analgesia
(RODNAR et aiii, 1980 ;3 AKIL et alii, 19845 TERMAN et alii, 19835,
1984, 198463 NABESHIMA et alii, 19855 AMIT e GALINA, 1986).

A analgesia asscciada a diversas condi¢fes de estresse &
atenuada ou reduzida pelo pre-tratamento com antagonistas
opildceos como a naloxona e a naltrexona (BODNAR et alii, 19783
KATZ e BALDRIGHI, 19835 GIRARDOT e HOLLOWAY, 19843 KAMATA et
alii, 1986). Outras evidéncias para a participac3o dos sistemas
opivides na mediag3oc da analgesia induzida por estresse incluem a
demonstracdio do desenvolvimento de tolerancia analgesica cruzada
a morfina e da liberagc3oc de peptideos opicides ou alteracsio dos
seus conteudos em cerebros de animais submetidos a diferentes
formas de estresse. Entretanto, a analgesia induzida pelo
estresse {SIA = "stress induced analgesia") parece ser complexa,
pois diversos estressores experimentais podem ativar diferentes
vias inibitdrias da dor {(WATKINS e MAYER., 1982). Neste sentido,
a analgesia 1induzida peloc estresse de natagdc em agua quente
envolve vias opioidérgicas, enquantoc que aguela promovida pela
natagdo em agua fria n¥oc e mediada por opidides endégenos
(0°"CONNOR e CHIPKIN, 1984). Tambem a aplicagdo de eletrochoque

nas patas promove diferentes formas de analgesia, na dependencia



das caracteristicas fisicas do estimulo e da regi3%c corporal
estimulada. A analgesia causada por chogue i1ntermitente nas patas
& blogueada por naloxona e mostra tolerancia cruzada com a
morfina, indicando uma mediag3o endogena opioidérgica. enquanto
que o choque continuac nas patas induz uma analgesia de natureza
ndo opidide de mesma magnitude (LEWIS et alii, 1980, 1981).
WATKINS et alii (1982 a, b) demonstraram que © choque nas
patas dianteiras produz analgesia reversivel por naloxona e
tolerancia cruzada a morfina, enquanto que a aplicagido do choque
nas patas traseiras promove analgesia nd3oc mediada por vias
opi1oidergicas.

A severidade do estresse parece ser fundamental na
determinagdo da base neuroquimica da analgesia induzida pelo
eletrochoque inescapavel ou pela natag3o. 0 aumento da severidade
do estresse (duracd3o ou intensidade do choque continuo,duragioc da
natag3o ou temperatura da agua) produz uma alterag3o na mediacao
da analgesia resultante, de sistemas opiBides para ocutros n3o
opioides (TERMAN et alii, 1986). Esses e outros experimentos
demonstram claramente gque a analgesia induzida por estresse
possui componentes opidides e/ou ndo opidides (BODNAR et alii,
19785 LEWIS et alii, 1980, 19815 CANNON et alii, 1984; LEVINE et
alii, 19845 AMIT e GALINA, 19863 HNATOWICH et alii, 198635 KAMATA
et alii, 1986; TERMAN et alii, 1986).

Parece inequivoco, pelo exposto, que algumas respostas ao
estresse s3o moduladas, peloc menos em parte, por opiGides
endogenos (BRILEY e KITCHEN, 19873 PRZWELOCKI et alii, 19873

LIGHTMAN e YOUNG, 1987; ZAGON e McLAUGHLIN, 1989). 0 choque



eletrico nas patas altera tanto os niveis plasmaticos de
beta—-endorfina, como os hipotalamicos de Leu-encetalina (ROSSIER
et alii, 1977, 1978). Adicionalmente, ;a se mostrou tambem gue a

administra;ao'aguda de agonistas (KOKKA et ali1i, 19735 EISENBERG.
1985) e antagonistas opioides <(EISENBERG, 198035 JEIOVA et alii,
1982; SIEGEL et alii, 1982) modulam tanto a secreciioc basal de

corticosterona gquanto agquelia induzida pelo estresse.

Alem de modularem o limiar doloroso, 0os opioides

influenciam uma ampla variedade de funclies como respiragaa,

regul acao do apetite, temperatura, atividade motora. sono,
aprendizadoc e memoria, estados de recompensa e prazer {(OLSON et
alii, 1987; WOOD e YENGAR, 198857 SIMON e HILLER, 1989). Os

peptideos opidides regulam multiplas fungBes neurocenddcrinas,

e tem sido implicados na etiologia de diversos disturbios

psiquiatricos (ver OLSON et alii, 1987, para revisd3c). Alteragdes

funcionais de mecanismos opilcdides parecem, tambem, desempenhar

papeis relevantes na epilepsia, tanto humana guantoc experimental

(ver TORTELLA, 1988, para revis3ao).

0O emprego de tecnicas eletrofisicldgicas tem demonstrado
que os opiloides inibem a atividade de npeuronios corticais e

subcorticais, tendo ag3o excitatoria aoc nivel do hipocampo

(NORTH, 19793 ILLES, 19825 DINGLEDINE, 19855 CHAVKIN, 1988). A

demonstragiioc de que a administrag3c intracerebral de peptidecs

opidides acarreta fenOmenocs epileptiformes (URCA et alii, 1977;

HENRIKSEN et alii, 1978), tem levado a sugestidic de que os

opidides endagenos desempenham fungBes neuromodulatorias na

ontogenese e fisiopatologia das crises epileptiformes.



As propriedades convulsivantes dos Op1 Aaceos sao
conhecidas ha peloc menos 140 anos (QRFILA et alii, 18295 BROWN e
FRASER. 18683 HOTTA, 19325 VOLAVKA et alii, 1970). Assim, ha
descrigties  de manifestagbes convulsivas compartamentais e
eletrograficas provocadas por opiaceos em coelhaos (CORRADRO e
LONGO, 19615 ALBUS e HERZ, 1972) e em ratos (VERDEAUX e MARTY,
1954). Mais recentemente, URCA et alii (1977) e HENRIKSEN et alii
(1978), mastraram que a administraco intra-cerebroventricular de
morfina ou metionina—-encefalina em ratos produz crises
epileptiformes comportamentais e eletrograficas, revertidas pelo
antagonista opiaceo naloxona. Par sua vez, YOUNG e KHAZAN (1984)
relataram efeitos eletrograficos diferenciais de antagonistas
seletivos de receptores opioides das tipos mu (U ), kappa (K) e
sigma Sy, .

A administrac3o sistemica de morfina aumenta o potencial
epileptogenico da pilocarpina em ratos de forma dose—dependente
e sensivel a bloqueio pela naloxona (TURSKI et alii, 1985 .
Existem tamheém relatos de redug3o, por mecanismos opidides, do
limiar de crises induzidas por pentilenctetrazol em ratos,
camundongos e cldes (PRZEWLOCKA et alii, 19835 FREY et alii, 198&),
e alteragties na severidade de crises audiogénicas em camundongos
(SCHREIBER, 197%). Ratos injetados com naloxona ou naltrexona
apresentam uma reduglo das crises comportamentais provocadas por
abrasamenta ("kindling") da amigdala. Ainda nesta especie, a
morfina potencia os eventos pos—ictais, fortalecenda a hipdétese
do envolvimento dos opidides endégenos no desenvolvimento e/ou

manutengdo do foco nas crises induzidas por abrasamento da



amigdala (STONE et alii, 198235 MANSOUR e VALESTEIN, 1984).

Varios estudos tem evidenciadog as propriedades
anticonvul sivantes dos opiaceos (FPLOTNIKOFF, 19743 COWAN et alii,
1979: MELDRUM et alii, 1979§ BAJOREK e LOMAX, 19823 COTTRELL et

alii, 1988). Tais compostos podem aumentar o limiar para crises

induzidas por fluorotil (ADLER et ali:. 1976 COWAN et alii.
19813 TORTELLA et alii, 198135 TAORTELL.A e COWAN. 1982, ,
pentilenotetrazol (PRZEWLOCKA et alii. 1983). eietrochoque maximo

{BERMAN e ADLER, 1984; GARANT e GALE, 1985:; PUGLISI-ALLEGRA et
alii, 1984, 1985 OLIVERIO et alii, 1985) e outros modeios
experimentais de epilepsia (CHEN et alii, 1974653 MELDRUM et alii,
19793 SCHREIRER, 19795 MASSOTTI et alii, 19845 FREY, 198&).
O0s peptidecs opidides parecem tambem estar envolvidos nos
fentmenos pOs—-ictais (BELENKY e HOLADAY, 19793 FRENK et alii,
1979; HOLADAY e BELENKY, 19805 MISLOBODSKY et alii, 19813
TORTELLA et alii, 19813 URCA et alii, 19813 CALDECOTT-HAZARD e
LIEBESKIND, 19823 CALDECOTT-HAZARD, 1983:; LEE e LOMAX, 1985;:
GUEDES et alii, 1987).

Por outro lado, URCA e FRENK (1980) estabeleceram gue a
morfina, dependendo das condiglles experimentais, passui tanto
propriedades proconvulsivantes como anticonvulsivantes em ratos.
Na wverdade, ja foi demonstrada a existencia de um balanco entre
as propriedades excitatorias e inibitorias dos opiaceas. Nesse
contexto, COWAN et alii (1979), baseados na capacidade das
opidcens em mudar o limiar de crises convulsivas induzidas por
fluorotil em ratos, propuseram uma divis3o dos mesmos nos

seguintes grupos: aqueles com efeito anticonvulsivante, como o



.10.

levarfanali: com efeitac proconvulsivante, como a meperidina, ou
sem efeitos evidentes nas convulstes, como a etilcetociclazocina.
Esses achados foram posteriormente estendidos por TORTELLA et
alit (1981), que cbservaram que a administragao
intracerebroventricular de opidides como a beta—-endorfina e a
etorfina eleva o limiar das convulsbes provocadas por fluorotil
em ratos.

Qutros estudos mostraram que a administrag3o central de
beta—endorfina, Leu—enceftalina e Met—-encefalina induz crises
epileptifarmes eletroenceftalagraficas n3Ao convulsivas,
possivelmente de origem limbica, (URCA et alii, 19773 FRENK et
alii, 19785 HENRIKSEN et alii, 1978) . Nesse sentido, a

administrag3o intracerebroventricular de Leu-encefalina produz

crises eletrograficas e alterages comportamentais gque s%o
abolidas por drogas anticonvul sivantes especificas para a
epilepsia dao tipo ‘peguenc mal’~ como etossuximida, acido

valproico e trimetadiona.Esses achados sugerem a possibilidade de
um envolvimento dos sistemas encefalinérgicos tambem com este
tipo de epilepsia (SNEAD III e BEARDEN, 1980). Por outro 1lado, o
abrasamento da amigdala promove um aumento significante nos
conteados encefalinergicos cerebrais (VINDROLA et alii, 19813
McGINTY Et‘alii, 1986). Finalmente, existem evideéncias mostrando
um aumento nos niveis cerebrais de Met—-encefalina apos injecdo
intracerebral de acido kainico. Tal fato pode estar relacionado
as crises motoras recorrentes induzidas par esta excitotoxina
(HONG et alii, 1980), que s3o potenciadas pela administragio

previa de morfina (SZITRIHA et alii, 19864).



.11.

For outro lado, o aumento nos niveis desses cpidides em
varias regifies cerebrais durante as convulsties parece resultar
numa prevengl3c de convulsles subsequentes, o que significa dizer
que os opiodides podem desempenhar, ainda, um papel protetor nas
convul sbes, como anticonvulsivantes endégenos. Tal sugestd3c esta
de acordo com os achados de que altas doses de naloxona induzem
um fendmenc eptleptiforme, que +o01 atribuido, em parte, ao
blogueio de mecanismos protetores mediado pelos opioides
endogenos (CHUGANI et alii, 1984) e, em parte, talvez, a uma agio
antagonis{a da naloxona em receptores de GAEA (DINGLEDINE et
alii, 19783 SAGRATELLA e MASSOTTI, 19892 . a papel
anticonvulsivante dos opioides endagenos +oi1  fortalecido pela
observag3o de -que a 1injeqg3¥o intracerebral de liquido cefalo-
raquidi ano, retirado de ratos submetidos a convul sies
generalizadas por eletrochoque, eleva significantemente os
limiares para convulsties induzidas por fluorotil em ratos
receptores. Essa atividade anticonvulsivante & inibida por
antagonistas opioides e potenciada por inibidores de peptidases,
reforgcandc a idéia do envﬁlvimento dos sistemas opicides
endogenos na mesma (TORTELLA et alii, 198S5a). Us peptideos
opidides endogenos parecem exercer uma agd3oc inibitodria sobre
'descargas epilépticas tambem em humanos (MOLAIE e KADIZIIELAWA,
1789 .

Tem sido proposto qué as propriedades anticonvulsivantes
dos opiaceos e opidides sejam mediadas primariamente via
receptores delta ou kappa (PRZEWLOCKA et alii, 19833 TORTELLA et

alii, 1983,1983; PUGLISI-ALLEBGRA et alii, 1986). No entanto, n3o
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se pode descartar a possibilidade de interagties funcicnais entre

cutros tipos de receptores opioides na modulacdo do limiar para
convul stes provocadas por fluorotil (PUGLISI-ALLEGRA et alii,
1984; TORTELLA e HOLADAY, 19843 TORTELLA et alii, 1985).

A mor+ina, em particular, guando admini1strada
sistemicamente, parece ativar um sistema epiieptogenico em areas
subcorticais, mediado por receptores opitides do tipo delta, aleém
de, em altas doses, atiwvar um sistema convulsivante naog
especifico localizado no cortex e medula espinhal, n3c mediada
bor receptores opidides (IKONOMIDOU-TURSKI et alii, 1987).
Adicionalmente, estudos utilizando a administrag3o central de
agonistas seletivos de receptores opidides sugerem gue as crises
do tipo pegqueno mal representem uma resposta especifica da
Leu—-encefalina e do receptor delta (SNEAD I1II e BEARDEN, 1980),
ao passo gue as convuls@ies generalizadas produzidas por morfina
envolveriam os receptores mu {(SNEAD II11 e EBEARDEN, 1982) e,
possivelmente, delta (MAGNAN et alii, 19823 KOSTERLITZ, 198%5). A
respeito da participac®ic de diversos tipos de receptores opiaceos
na maodul agc3o de crisés epileptiformes, ha ainda a possibilidade
da participagcdo de receptores do tipo kappa (MANSOUR e
VALENSTEIN, 19835).

LEE et alii (1984) propuseram gue as propriedades
anticonvulsivantes dos opidides possam estar relacionadas as suas
aglies depressoras éerais sobre o Sistema Nervoso Central ou aaos
seus efeitos comportamentais resultantes da reducdo de aferencias

sensoriais. Alternativamente, os mesmos autores propuseram gue

esses efeitos anticonvulsivantes possam estar, tambem,



.13,

relacionados a alteragdies nas condigles de estresse. De fato,
algumas ocbservagdes sugerem que o estresse ambiental e as
influeéncias neurcenddcrinas deste modulam as crises convulsivas
em gerbils (BAJOREK, 1981). Sabe-se, ainda, que o0s opilaceos
reduzem as respostas aoc estresse (GEORGE e LOMAX., 1972) e que a
beta—-endorfina e liberada juntoc com o ACTH em resposta a

condigcties estressantes (GUILLEMIN et alii, 19773 HOLADAY e LOH,

197%9) . A beta—endorfina, por sua vez, possul efeltos
anticonvulsivantes em gerbils (HAJOREK e LOMAX, 1982) e, como
outros opi1oides, atua nas vias endogenas relacionadas as

respostas ao estresse.

A literatura e escassa e controvertida a respeito do
relacionamento entre estresse e susceptibilidade convulsiva. Ha
relatos de uma maior ocorrencia de crises durante os periodos de
estresse em humanos (TEMKIN e DAVIS, 1984) e em alguns modelos
animais (KOPELOFF et alii, 1954; WADA et alii, 19723 WARD, 1972).
CAIN e CORCORAN (1984, 1985) mostraram que estimulos estressantes
podem exacerbar as crises induzidas por abrasamento em ratos.
efeito este inibido pela naloxona, sugerindo que mecanismos
opidides endagenos desempenham papel relevante na modulagi3o das
crises convulsivas. Por ocutro 1lado, OLIVERID et alii ({1983)
demonstraram que = estresse de imobilizag3o reduz a
susceptibilidade de camundongos a convulsdes induzidas por
eletrochoque maximo, sendo esse efeitoc tambem blaogueado pelo
pre—tratamento dos animais com antagonistas opilaceos
(PUGLISI-ALLEGRA et alii, 1984). Em concordancia com esses

achados, peptideos opidides enddgenos liberados durante o
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estresse reduzem a 1ncidéncia e a severidade de convulsbes
espontaneas em gerbils {HAJOREK et alii, 19394, sendo estes
efeitos sensiveis ao blogueio por naloxona.

Os resultados conflitantes dos poucos estudos disponiveis
tentando correlacionar diversas condictes de estresse e
sensibilidade convulsiva, ali1ados a complexidade da modulacioc da
fendmeno convulsive pelos sistemas opioides enddgenos, levaram-nos
aoc estudo aqui apresentado. Nele, avaliamos a influencia de duas
modalidades de estresse, di ferentes do ponto de wvista
comportamental: uma passiva, a imobilizag3o a 4°C; outra ativa, a
natac¥c a 20°C, na susceptibilidade a convuls®es induzidas por
diferentes metodologias em camundongos . Estas metodologias s3o,
por sua vez, modelos experimentais classicos de epilepsias. do
tipo "grande mal’ (eletrochoque transcorneal maxima) e pequeno
mal’ ou crises de ausencia (quimiochoque por pentilenotetrazol).
0 acido S—mercapto—-propionico tem sua atividade convulsiva
atribuida a seu efeito inibitdrio sobre a sintese do acido
gama—amino-butirico (GABA; MARILEY et alii, 1986), engquanto gque as
convul sties desencadeadas audi ogenicamente parecem estar
relacionadas as monoaminas cerebrais (BIZIERE e CHAMBON, 1987).

Paralel amente, estudamos o limiar nociceptivo de animais
submetidos as mesmas modalidades de estresse, avaliados por duas
metodologias, a saber: o©o estimulo termico numa placa-quente
{mediado por ativag3o de receptores opidides do tipo mu) e o
estimulc quimico produzido pelo acido acetico (medi ada
provavelmente por receptores opidides do tipo mu e kappa). Como o

fenomeno de analgesia induzida por estresse € bastante conhecido,
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esse estudo paraleio foi conduzido para nos assegurar de que as
situaches experimentais empregadas promovessem uma condic¥o de
estresse efetiva. Assim, embora cientes de que a influencia dos
peptideos opidides sobre a sensibilidade convulsiva parece ser
mediada pela sua interag3qo com sitios receptores especificas,
diferentes anatomica e farmacologicamente dagueles que mediam a
resposta analgesica aos opigides (FRENEK et alii, 19785,
consideramos imprescindivel a realizag3o de estudos do limiar
nociceptivo. Em todas as avaliagles procedidas, tanto nas que se
referem a sensibilidade as convulsdes, como naquelas concernentes
ao limiar doloroso, a participac3ac dos sistemas oaoploides
endagenos fo1 inferida a partir da infiuencia do pre-tratamento

com um antagonista opiaceo classico, a naloxona.
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OBJETIVOS

0 presente estudo teve como objetivas:

Analisar a influeéncia de duas situacBes experimentais de
estresse sobre a susceptibilidade de camundongos as convul stes
induzidas por ditferentes metodologias:

- estimulo audicgenico (90-110Q db)

- pentilenctetrazol (60, 73 e 100 mg/kg i.p.)

- acido—-3I-mercapto-propionico (10, 0 e &0 mg/kqQ 1.p.)

- eletrochoque transcorneal (25, 30 e 150 mA)

Veriticar a eficacia dos metodos estressantes na promocioc de
analgesia em camundongos, avaliada por dois procedimentos:

- placa—-quente (S5°C)

- acido—acetico 0,6 L i.p.

Investigar a participac3o dos sistemas opidides endagenos na
medi acdo destes efeitos, atraves do pre—-tratamentoc dos animais

com o antagonista opiaceo naloxona (1 e 10 mg/kg).
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7
3. MATERIAL E METODOS

-

3.1. Animais

Faoram empregados camundongos aibinos sutigos machos
adul tos., pesando entre 20 e 30 gramas, provenientes do Bioterio
Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animails
faram mantidos em numero de 20 por gaiola plastica (414 x J44
168 mm), em ambiente com temperatura controlada (22 +/- 1°C) e
ciclo claro/escuro de 12 horas n3o revertido (ciclao claro entre
06:00 e 18100 horas), com livre acesso a agua e ragdc balanceada
{(LABINA, Purina Alim. Ltda.). Os animais permaneciam nos
laboratorios de Psicofarmacologia por. pelo menos, uma semana
antes de qualquer manipulag3c experimental. Cada animal foi
utilizado uma unica vez. Os experimentos foram realizados sempre
no mesmo periodo dao dia (08:00 - 12:00 horas), para evitar

influeéncias circadianas nos resultados.

3. 2. Procedimentos Gerais

Os animais foram, inicialmente, divididos em 3 grupos: um
grupo controle e dois grupos experimentais submetidos a duas
diferentes modalidades de estresse. 0Os camundongos do grupa
controle foram mantidos em suas gaiolas-moradias, enquantoc que os
animais de um dos grupaos experimentais foram imobilizados,

individualmente, em tubos plasticos (B0 x 26 mm de diametro, com
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perfuragles), sendo colocados em geladeira a 4°C, por 30 minutos
(a partir deste momento esse grupo sera derominado apenas
‘“imobilizagdo’ ou "imobilizado’ no texto). Os animais do outro
grupoc experimental foram submetidos, por 3 minutos, A natacao
forcada, em um recipiente plastico (700 x 460 x 210 mm) com agua
a4 temperatura ambiente, 20°C (designado comoc "natac3o” daqui em
diante); apos esse periodo., os camundongos foram deixados por 3
minutos em papel absorvente em uma gaicla plastica (Z03 x 193
126 mm), para secagem dos pelos.

Todos o0s grupos de animais, controle, imobilizado e
submetido a natagao, foram avalitados em relagcaoc a dois
parametros: 1) susceptibilidade a convulsfies e 2) anaigesia, como
descrito adiante., na presenca ou ausencia de naloxona (1 ou 1O
mg/kg. via subcutanea). 0 pre—-tratamento com a naloxona., um
antagonista opilaceoc classico (WASACZ, 198135 MARTIN, 1984), ou com
solugdo salina controle (NaCl 0,%%), foi1 realizado 30 minutos
antes da avaliag3o da sensibilidade convulsiva ou do limiar
dolorosc nos trés grupos de animais. Assim, no caso do grupo
submetido a imobilizaglao, a naloxona fo1 administrada
imediatamente antes do inicio do estresse, e no grupo submetido a

nataglio, 22 minutos antes dessa situagio.

3.3, Avaliaclio da Susceptibilidade Convulsiva

Para estudar a influencia do estresse e o papel dos
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opitides endogenos nha sensibilidade convulsiva dos animais,

empregamos diferentes metodologias indutoras de convulsdes, a

saber: estimul acdo audiogenica, pentilenctetrazol. acido

J—-mercapto-propionicc e eletrochogue transcorneal.

3.3.1. Convul ses induzidas por estimpulo audiogenico

Noventa animails foram submetidos a estimul ag3o

audiogénica numa caixa (320 x 225 mm de diametro). contendo uma

o St

fonte sonora de 90 - 120 decibeis e 10 - 20 kHz (FUNBEC),
acionada no momentoc em que o animal era posicionado,
individualmente, no centro da mesma. Q0 estimulo sonaro era
mantido ate que o camundongo apresentasse mani festagies
convul sivas, ou, NO maximo, por 120 segundos. A fonte sanora foi
ligada 30 minutos apos o pré—-tratamento com naloxona ou salina em

todos os grupos. A escala de graduaglo das respostas

comportamentais a estimulacdo audiogénica esta disposta na Tabela

1A,

7

c3.2. fonvul sbes induzidas por pentilenotetrazol

Trinta minutos apbds o pré—tratamento com naloxona ou
sclugdo salina, isto &, imediatamente apas o periodo de estresse,
270 camundongos foram 1injetadaos, via 1ntraperitoneal, com
diferentes doses de pentilenotetrazol (&0, 75 e 100 mg/kg). Foram
registrados a laténcia para o aparecimento do primeiro episédio

convulsivo, a duraglo dessa primeira convulsd3o e o padr¥ da

mesma 2 a letalidade do tratamento. A escala de graduag3o das



.20.

respostas convulsivas ac pentilenotetrazoil esta disposta na

Tabela 1B. O tempo maximo de observaciio foi de 30 minutas {1800

segundos) .

T =

3.3.3. Convuls¥es induzidas por &cide 3I-wercapto-propiodpico

Logo apos a submiss3oc dos animais as diferentes
metodologias estressantes, 270 camundongos foram injetados com
diferentes doses de acido JI-mercapto-propionico {(3IMP3 190, 30 e
60 mg/kg), por via intra—-peritoneal. Foram registrados os mesmos
parametros descritos em J.3.2. para o pentilenotetrazol.

As observagfies comportamentais das convulsdes induzidas
guimicamente (pentilenoctetrazol e acido IF-mercapto—-propiénico)

foram feitas em caixas de vidro (270 » 150 » 175 mm), fechadas.

providas de um chao telado.

Z.3.4. CEonvul s¥es induzidas por eletrochoque étranscarneal

Camundongos (n = 270) foram submetidos a um choque
eletrico transcorneal emitido por uma fonte, com os seguintes
parametros: pulsos retangulares de 25, 5Q ou 130 mA de

intensidade, a 40 Hz por 200 msec de duragdo, sendo registradas a
duragfies do componente flexor e do extensor .dessas convul stes
induzidas ea letalidade do tratamento. Essa metodologia
convulsivante +{foi aplicada aos animais imediatamente aptas o
perioda de estresse, ou seja, 30 minutos depois do

pre—-tratamento com naloxona ou solugdo controle.
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3.4. Avaliag¥o da Nocicepgdo

3.4.1. Metodo da placa-quente (“"hot-plate”)

Noventa camundongos foram colocados, individualmente., no

centro de uma placa de aluminio suspensa num banho-maria a 955 +/-

o

1" C, e cobertos com um funil de vidro conico (200 mm de diametro

e altura maxima de 40 mm). O tempa de reag3do teérmica de cada

animal foi1 registrado como a latencia para a manifestagdo do

comportamento de lamber as patas e/ou pular na placa. Os animais
foram retirados da placa assim gue reagissem ao estimuio termico
ou, no maximo, 30 segundos apds o 1inicio do teste. a

mesmo

procedimento <foi repetido a cada 13 minutos por uma hora

consecutiva ao periodo de estresse, apds o pre-tratamento com
naloxona ou salina.
J.4.2. Hétodo das contorgles abdominais (“writhing”)
Induzidas por acido acético
Os animais (n = 180) <foram injetados, pela via
intraperitoneal, com solug3o de acido acetico ©0,8%. Apos um

pericdo de 135 minutos, o numerc de contorgBes abdominais
acompanhadas de extens3o de, pelo menos, uma pata traseira, foi
registrado por cinco minutos consecutivos. Num outro grupo, a
avaliag3o do numero de contorgies abdominais apos administragdo
i.p. de acido acetico foi feita em 10 periodos consecutivos de 2

minutos cada ( periodo total de observagio de 20 minutos. Em

ambos os grupos o estimuloc dolorosa quimico foi aplicado 30
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minutos apos o pre—tratamento com naloxona ou solugio controle e

imediatamente apos o periodo de estresse.

v

3.5. Drogas e vias de administracio

- Acido acetico, P.A. (Reagen, Quimibras Ind. Guim.S/A)
- Acido 3-mercapto-propitnica (Sigma Chem. Co.)
— Nalpxona, cloridrato de (Endo Labs.?

- Pentilenoctetrazol (Ind. e Com. Knoll S/A)

(Para mecanismos de ag3o ver Tabela 2)

As drogas foram diluidas em solug3o fisiologica (NaCl

0,9%), sendo que o acido JI-mercapto—propionico teve seu pH
ajustado para 6.8 com NalOH O.1 N. Todas as sclugtes foram
administradas em um volume de 0,1 ml/10 gramas de peso corporal.
A via subcutanea +o0i empregada para os pre—-tratamentos
com naloxona ouw com splugdo salina controle (NaCl 9,9%). 0O acido
3-mercapto-propionico, o pentilenotetrazoil e o acidao acetico

foram administrados por via intraperitoneal.

3.6. Analise estatistica

A analise estatistica da latencia para o aparecimentoc de
manifestagles convulsivas induzidas por estimulac¥o audiogénica
foi procedida através de uma analise de variancia (ANOVA)

bidirecional, tendo como variaveis independentes a situacana de

A
estresse 2 o pre—-tratamento com naloxona (Tabela I do APENDICE) .
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CQuandoc uma dessas variaveis apresentava significancia estatistica
fazia—-se uma analise univariada da mesma, sequida do teste de

Newman—Keuls para comparagles maltipl as.

A significancia global nos parametros da manifestacao

convulsiva (latencia, duraclo e grau) induzida por
pentilenoctetrazol fo1 detectada empregando—-se uma ANDOVA
bidirecionai, sendo a condigd3o de estresse @ o pre—tratamento as

variaveis independentes {(ver Tabelas I1 a WVII do AP%NDICE). No
caso de detecgdc de significancia em algumas dessas variaveis, as
comparacbes maltiplas entre os grupos controle e experimentais
foram procedidas pelo teste de Newman—-Keuls para cada uma das
variaveis independentes. estresse ou pre—-tratamento.

Us resultados relativos as convulsBes induzidas por acido
S—mercapto-propionico foram analisados como descrito para o
pentilenoctetraznl, assim como aqueles ocbtidos com o eletrochoque
transcorneal. Os dados estatisticos est3o representados nas
Tabelas VIII a XIII e XIV a XXII do AP%NDICE « respectivamente.
Neste ultimo, os parametros analisados foram o tempo de flexdo,
0 tempo de extens3o e a razi3c tempo de extensia/ tempo de flex3o.

A severidade das convulses induzidas pelas diferentes
metodologias foi registrada com o auxilio de escalas e os graus
atribuidos as respostas comportamentais foram analisados como  ja
descrita, a excec3o do emprego do teste de Dunn (n3o parametrico)
para as comparaghbes multiplas.

A 1incidencia de mortes promovida pelos diversos agentes

convul sivantes foi analisada pelo teste de Fisher.

A avaliag¥do do 1limiar dolorosc pelo método da placa -
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guente foi analisada estatisticamente pelo mesmoc metodo empregado

para os outros dados parametricos » 1sto e, ANOVA bidirecional.

com a condigc3do de estresse 2 o pre-tratamento como variaveis

independentes, para o tempo de reagio

termica obtido

imediatamente apos a exposigdo a0 estresse {Tabela X1V do
~

AFPENDICE) . GQuandoc alguma significancia era detectada para uma

dessas variavelis., prosseguia-se a analise atraves do teste de
Mewman—-kKeuls para cada uma delas. Os dados referentes ac numero
total de contorgfies apas o estimulo quimico (acido acetico 0, 8%,

por S ou 20 minutos, foram tratados estatisticamente da mesma

maneira (Tabelas XXV e XXVI do APENDICE).

As observagles temporais da avaliagdo do limiar doloroso
pelo meétodo da placa—-quente (1 hora a intervalos de 15 minutos)
ou pela administragd3c intraperitoneal de acidoc acetica (20

minutos a periodos consecutivos de 2 minutas) foram submetidas
a4 analise tridirecional e estdoc representadas nas Tabelas XXIV
e XXVI do APéNDICE.

Considerou—se coma indicativo de significa&ncia, em
qualquer dos testes empregados, a existencia de um nivel de
probabilidade igual ou inferior a 5i.

Nas tabelas est3o representadas as medias e os
respectivos erros—padries, relativos aos parametros observados
experimentalmente. Nas figuras, a representacdo grafica foi feita
em porcentagem do valor médio observado no grupo preée-tratado

com solug3o salina fisioldgica, n3¥o submetido a condigdo de

estresse.



Tabela 1

di ferentes

Escalas de graduaci3n de respostas comportamentais

metodoiogilas convulsivantes.
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Na3po responsivo (parado)}
Comportamento exploratorio reduzido

Comportamento exploratorio narmal

"Jumping"

o . i ety v S e e A S S D T A it S A S P o s it St e M

N3o apresenta convul sties
Apresenta uma convulsd3o clonica

Apresenta mais de uma convulsdo cloAnica

Apresenta convulsdo tonico e depois convulsd3o tonico-—

—clOnica

Apresenta convulsdo toOnico-clénica e depois convuls3o

tOnica.

Apresenta apenas convulsbtes tonico-clénicas

Apresenta convuls3o tonico-clénica e, a seguir,morte

* PTZ = pentilenctetrazol;

3MP = adacido 3-mercapto propinico
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagdo da susceptibiiidade convulsiva

4.1.1. Convul s¥es induxidas por estlinulo audiocgénico

A exposigdo de camundongos as duas condicBes de estresse.
imogbilizac3o ou natagHo, promoveu um aumenta na lateéncia para o
aparecimento da manifestacd3c convulsiva induzida por estimulacio
audiocgénica {(P=0.028B), como pode ser verificado na Tabela 3 e
Figura 1. Nos animais pré—-tratadoes com NaCl 0.9%, esse aumento
foi da ordem de 91%, tantoc em camundongos submetidos a

imobilizac%o quanto nagueles sujeitos a nataglo, em reiacao

animais controle n3oc estressados.

aos

0 pre-tratamento de animais ni3c estressados com naloxona
(1 ocu 10 mg/kg) produziu uma ampliagdo da latencia ao
aparecimento da manifestac3c convulsiva induzida por estimulagao
sonora. Ne entanto, esse pre—tratamentoc n3o influenciou a
reatividade de camundongos estressados ac estimulo sonoro
(P=0,232).

Os dados referentes a analise estatistica desse parametro
s3o apresentados na Tabela 1 do APENDICE e indicam, ainda, uma

interacdoc significante entre a condig3do de estresse ¢ o preée-

tratamento (P=0,002).
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4.1.2. Convuls¥es induzidas por pentilenoctetrazol

Animairs pre-—tratados com solugMa salina = sujeitos a

imobilizag3o ou a natag3o apresentaram um aumento da laténcia
para a primeira convuls3o induzida por &0 e 735 mg/kg de
pentilenctetrazol (Tabelas 4 e I5; Figura 2). Este aumento, no

entanto. sa +foi1 estatisticamente significante para o grupo

suseito a natagdo com PTI &0 (P=0,008; Tabela 11 do AP%NDICE), e

para aquele submetido a 1mobilizagdo com pentilenotetrazol 75

~
mg/kg (P<0,001; Tabela IV do AFPENDICE).
g pre-tratamento com naloxona 1 ou 10 mg/kg Nn3c alterou
de forma significante essas laténcias para convuls®des i1induzidas

A
por pentilenotetrazol 60 (Tabela II do APENDICE) ou 75 mg/kg

(P=0,245; Tabela IV do APENDICE).

Com o©o emprego de 100 mg/kg de pentilenotetrazol, os

efeitos das duas situaglies de estresse ficaram mais evidentes.

(Tabela 6 e Figura 2).A exposic3o dos animais ao estresse por

imobilizag3o ou por natagdo promoveu um aumento significante da
latencia para o aparecimento da primeira convuls3ao ( P < 00,0013

Tabela VI do AP%NDICE). 0 pre—tratamento com naloxona (1 ou 10

mg/kg) potenciou significantemente a magnitude desse efeito em

ambas as modalidades de estresse (P<0O,Q013 Tabela VI do

APENDICE) .

No entanto, em relagidoc a durag3o das convulsdes induzidas

por pentilenotetrazol 60, 75 ou 100 mg/kg, n3a foram detectadas
influéncias significativas das duas modalidades de estresse e/ou
do pré-tratamentoc com naloxona 1 ou 10 mg/kg (Tabelas 4, 5 e &),

2 excegdo do grupo sujeito a imobilizag3%o pre-tratadoc com ambas
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as doses de naloxona (FP<0O,005;5 Tabela 5 e 75 mg/kg de

pentilenoctetrazol. A analise estatistica esta apresentada nas
A

Tabelas III (P=0,124), V (P<0O,001) e VII (P=0,064) do APENDICE.

respectivamente.

4.1.3. Convul sbes induxidaes por &ci:do 3-mercapto-propifnico

Camundongos submetidos as duas modalidades de estresse,
imobilizag3co ou natag3o, mostraram um aumento da laténcia para o
aparecimento da primeira manifestagdo convulsiva induzida por
acido 3—-mercapto—-propionico, como pode ser observado nas Tabelas
7.8 e @ e Figura 3 (P<0,001, P<0,01 e P<0,02, respectivamente;
Tabelias VIII, IX e X do APéNDICE). A analise estatistica desses
dados mostrou significancia em todos esses grupos , a excecido do

grupo submetido a natag3o pre—~tratado com soluc3do salina,

cuja
convtutl s&ao ‘o1 induzida por 10 mg/ kg de acidao
3-mercapto—prapivnico {(Tabela 7).

De +forma geral, o pre-tratamento com o antagonista
opiacec naloxona (1 ou 10 mg/kg) potencicu essas alteragties

induzidas pelas situaglies de estresse (Tabelas 7, 8 e 9 e Figura
3), sendo este efeito mais evidente para a maior dose em alguns
grupos (P<0,05; Tabelas VII, IX e X do APENDICE), a excecao
naqueles animais submetidos a natag3o. 0 pre—-tratamento com
naloxona de animais ndoc estressadaos n3do alterou
significantemente a latencia para a primeira convuls3c (Tabela 7,

Be ? e Figura 3).

A
A Tabela VII do APENDICE mostra que houve uma interagao
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s.C. (NLX 1 ou MNLX 10, sobre a influéncia de duas modalidades

de estresse, imobilizaglic no Frioc e natagdo na lat#2ncia para o

aparecimento da primeira convul o imcduzida por acido

S-mercaptopropidnico, 10 {3MF 10, 30 (3MF 20 ou &0 (DHP &)

mg/ kg

1i.p., imediatamente apos o periodoc de estresse, em

camundongcos. Eztaticsticamente significante em relagdic a0 grupo

ndo estressado, dentra do mesmo pré—tratamento (% p < i, 05

#¥ D

< 0.017 ANOVA sequido do teste de Mewman—keuls).
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significante entre os dois fatores, condig3doc de estresse e
pre—tratamento, influenciando o parametro lat@éncia para a
primeira manifestag3ico convulsiva apenas guando se empregou

10 mg/kg de acido I-mercapto-propidnico (P = 0,029).

A duraclc da primeira manifestag3o convulsiva induzida
por 10, 30 ou 60 mg/kag de acido 3I-mercapto—propiftnico.
entretanto., naco foi significantemente alterada nem pela exposigi3o
as duas situagies de estresse, nem pelo pre-tratamento com

naloxona 1 ocu 10 mg/kg (Tabelas 7, 8 e 9, bem como, Tabelas X1,

XI1 e X111 do APENDICE).

4.1.4. ConvulsbBes por eletrochogque transcorrneal

A exposiQl3o de animais as duas modalidades de estresse,
imobilizagd3no e natagio, induziu pequenas alteragtes n3oc
significantes do "tempo de flex3o® da convuls3o promovida por

eletrochoque transcorneal (25 , SO0 ou 150 mA). O pre-tratamento

com naloxona (1 ocu 10 mg/kg s.c.) n3c altercu essencialmente esse
parametro em qualguer das correntes empregadas, como pode ser
denotado nas Tabelas 10, 11 e 12 (e Tabelas XIV, XV e XVI do

APENDICE) .

Em relagdo ao parametro “tempo de extens3o’, nem a
condigdo de imobilizag3o, nem a de natac3o, alteraram a magnitude
desse parametro guando intensidades de corrente de 25 (P=0,381)
ou SO (P=0,381) mA foram empregados para a indugio das convulsBes

(Tabelas 10 e 11 e XVII e XVIII do AP&NDICE). No entanto, com o

emprego de 150 mA observou—-se um aumento estatisticamente
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significante desse parametro (Tabela 12 e XIX do APENDICE). O

antagonista opilaceoc naloxona n3n  promoveu guaisgquer
modificagies no “tempo de extens3o , em nenhuma das correntes
empregadas (Tabela 10, 11 e 12, bem como XVII, XVII1l e X1X do

A
APENDICE) .

A analise da razic "tempo de extensd3o/tempo de +lex3Ao
mostrou que os animals expostos as duas modalidades de estresse
apresentaram um aumento significante dessa raz3oc apenas nos
animais estressados pre-tratados com ambas as doses de nalaxona
submetidos a maior corrente indutora de convulsfies (150 mAY), em
comparagiic com os respectivos grupos controle (P<Q,001), como
pode ser verificado nas Tabelas 10, 11 e 12, bem como XX. XX1 e
XXI1 do APENDICE e Flgura 4).

0D pre—-tratamento com naloxona (1 ou 10 mg/kg) n3c alterou
significantemente essa razidc em nenhuma das correntes utilizadas
para indug3o de convulstes., em animais Nn3o estressados.

Analisaram—se tambem os parametros relativas a um segundo
episddioc convulsiva induzidao pelas diversas metodologias
éonvulsivantes, quando o mesmo ocorreu, alem da incideéncia de
convulsties em cada grupo. Em raz3c da n¥%o existencia de
significancia estatistica entre os grupos experimentais e

controle, quanto a esses parametros, considerou-se dispensavel

sua apresentacio.

4.1.5. Severi:dade das convul sWes induzidas paor diversos

agentes

A analise das respostas comportamentais de camundongos
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8 NLX 10
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(@) 05 CONTROLE IMOBILIZAGAQ NATAGCAO
g+ -
g o

8 100
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o
S8 r EC 50
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- 5 200 - o L&

CCNTROLE IMOBILIZAGRO NATAGAQ

o

o~

4

100
CONTROLE IMOBILIZAGAQ NATAGAO

FIBURA 4 - Efeito do pre—-tratamertoc com rnaloxomna 1 ou 13 mg/ kg
s.C. (MLX 1 ou NLX 10) sobre a influgncia de duas modalidades de
estresse, imobilizagdoc ne frio e natacic., nMa relacidc tempo de

extensidc/tempo de flexdo {TE/TF) da cecnvuledo induzida  por
eletrochogue transcorneal 15 (EC 155, S0 (EC 30 ou 130D (ET 13O
mA, 1mediatamente apds o pericdc de estresse, em camundongos.

* = gstatisticamente significante em relacldc wo grupe ndo estres-—

sado, dentro do mesmc pre—tratamentoc (p < 0.05; ANOVA seguide do

teste de Newman—kKeuls).
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controle, ou submetidos as duas modalidades de estresse em
estudo, induzidas por diferentes metodologias convulsivantes,
pode ser avaliada na Tabela 13. Fol possivel identificar que
quando se empregou a estimulaci3c audiogénica houve uma reduglo
significante (P < 0,001) da resposta, mas apenas nos animais
submetidos a um periodo de imobilizag¥o pre-tratados com NaCl
0,9% (Tabela XXIII-A do AFENDICE). For outro lado, a submiss3o
dos animais a qual guer uma das condigies de estresse,
imobilizac%o ou natagcd¥o, n3o alterou a resposta comportamental

induzida por gualguer uma das doses de pentilenotetrazol (60, 75

ou 190 mg/kg). Essa resposta nem mesmo {fai alterada pelo

pré—tratamento com naloxona., 1 ou 10 mg/kg (Tabela XXIII-EK, C e
~

D do APENDICE). -

Entretanto. quando o agente indutor de convulsfes foi o
acido 3-mercapto-propinico verificou-se um agravamento na
severidade das convulsbes em animais estressados e tratados com
as doses de 10 (P<0,037), 30 (P<0,05) e 60 (P<0,004) mg/kg desse
agente (Tabelas XXII1I-E, F e G do APgNDICE).

A interagdo entre a condigao de estresse e o
pré-—tratamento apresentou significé&ncia somente gquando do emprego
da estimulagdo sonora (P < 0,001) ou da administrag3o de

73 mg/kg de pentilenotetrazol (P = 0,038), 10 (P

0,04%9) e 30
mg/kg de acido 3-mercapto-propionicao (P = 0,008), como indutores

de convul stes.

4.1.6. Letalidade promovida pelas diferentes metodologias

convul sivantes
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Analisando—-se a incideéncia de mortes ate 24 horas apos as
convul sdes induzidas pelas diversas metodologias., em animais
controle e naqueles submetidos a imobilizag¥o ou a natac¥o, foi

possivel detectarem—se diferengas significantes entre alguns

grupos (P < 0,053 Tabela 14). MNi3o foram evidenciadas mortes de
animais submetidos as duas condigBbes de estresse. pre—-tratados ou
n3o com ambas as doses de naloxona, e estimul ados
audiocgenicamente ou injetados com 60 mg/kg de pentilenctetrazol.
0 emprego de 75 e 100 mg/kg de pentilenotetrazol, por outro lado,
promoveu mortes cuja incidéncia n3o se alterocu significativamente
nos animais submetidos a situagles de estresse pre-tratados ocu
Nn¥o com naloxona, & excegdo do grupo de animais submetidos a
imobilizag™o pre-tratados com NLX 10, que apresentou um aumento
significante na incidéncia de mortes apds as convuls®es induzidas
por 100 mg/kg de pentilenotetrazol (F < 0,01).

a indice de letalidade provocado pelo acido
S—-mercapto—-propidnico foi aumentado pela exposig3o dos animais as
condiclies de estresse, especialmente na maior dose empregada (&80
mg/kg), como pode ser observado na Tabela 14, A indugloc de
convul sties por eletrochoque transcorneal (25, S0 ou 150 mA)
produziu mortes nos animais, cuja incidencia +oi dependente da
intensidade de corrente empregada, mas n3o se alterou nem pela
exposicdo dos animais a condigdo de imobilizagdo ou na£a;ao, nem

pelo pré-tratamentoc com naloxona (1 ou 10 mg/kg).
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4,2. Avaliacdo da Nocicepglo

4,.2.1. Método da placa—-quente (“"hot-plate”)

A Tabela 15 mostra — e a Figura S ilustra - os dados
relativos a4 reagdo comportamental dos animais ao estimulo

dolorosoc térmico, obtidos nos diferentes grupos experimentais,
imediatamente apos o periodo de exposi¢gdo ao

estresse de

imobilizag3o ou natag¥o. Foi passivel identificar que a exposig3o
dos animais as duas condigbes de estresse levou a um aumento
significativo do tempo de reaci3o termica (F < 00,0013 Tabela XXIvV-
A do APéNDICE), sendoc esse efeitoc bem mais evidente no grupo
submetido a imebilizac¥o.

D pre-tratamentoc com naloxona (1 ou 10 mg/kg) tendeu a
reduzir a antinocicepcdo indurzida pelas condigdes de estresse de
forma dose—dependente, mas o efeito foi1 significante apenas para
o grupo imobilizado preée-tratado com 10 mg/kg de naloxona ({(P<O,05;
Tabela XXIV-A do AP%NDICE); ressalte-se que a revers3o do efeito
do estresse foi apenas parcial. A analise da interagdo entre as
duas variaveis independentes, situagido de estresse e
pre—tratamento, apresentou significancia estatistica (P = 0,032).

A analise temporal da reaglo térmica dos animais mostrou
que a influeéncia das situagties de estresse diferiu no tempoc
(Tabela 16 e Tabela XXIQ—B do. AP%NDICE). Essa influéncia
foi fugaz, aparecendo imediatamente apos o periodo de submiss3o
aoc estresse, e decaindao a niveils comparaveis ao dos animais

n¥o estressados aos 15 e 45 minutos de observag3o nos grupos

que passaram pela natagdo e naqueles imobilizados,

respectivamente.
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. [OJ NaCl 09 %
800 I I . Bl NLX 1
B NLX 10

500 ¢

400 ¢+

300 +

eteteatatetatet ittt

200

100 F .;L.-ﬂhﬂé&ﬂ

Controle Imobiliza¢do Nata¢ao

DMMITICIEN
.

Tempo médio de reogdo térmica
(% do controle * e.p.m.)

FIGBURA & - Efeito do pre—tratamento com naloxeona 1 ocu 10 ma/kg

s.c. SMNLX 1 ouw NLY 107, sobre a influencia de duss modalidades de
estresse., imebilizagcdo no fric & rnatacdc. no limiar dolorosc de
camundongos., avaliado pelo meéetodo da placa—guente, imediatamente
apos o periocdo de estresse. * = estatisticamente significante em

relagdc ac grupo nidc estressado. dentro do mesmo pre—tratamento

{(p < 0.0337 ANOVA seguido do teste de PMNewman—keuls).
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A interagcdo entre os diversos fatores, condig3o de
estresse, pre-tratamento e tempo de observag3o, maostrou
significancia estatistica entre os mesmos (estresse x tempo - P «
0,0013 naloxona x tempoi— P = 0.004; estresse x naloxona

x  tempo

- P < 0,001).

3.2.2. Método das contorcles ahdominairs (“"writhing”)

inpduzidas por &acido acétzrco

A submiss3o de animais a duas modalidades de estresse e
posterior administrac3o de acido acetico intraperitoneal mostrou

que, tanto na observag3o por um periodo de S minutos (Tabela 17 e

Figura &), quanto no de 20 minutos (Tabela 18), houve analgesia,
independente da condigio estressante empregada (P < 0,001),
imobilizac¥o ou natag¥o, n3o revertida pelo pre-tratamento com

naloxona | ou 10 mg/kg, como pode ser verificado nas Tabelas XXV

A
e XXVI do APENDICE.
0 acompanhamento desse efeito no decorrer do tempo

(Tabela 19) mostrou que ele perdura (P < 0,05,

n3c sendo
revertido pele aptagerista pplaceo, embora tenrha havido uma

tendéncia veriticada apenas para 10 mg/kg de naloxocna, a partir

do 12 minuto (grupo submetido & natag3o) e 18 minutoc de

cbservagdc (grupo imobilizado), como registrado na Tabela (XVI-H
do APENDICE.

0 estudo das 1interagBes entre as diversas variaveis
mostrou que houve significancia para as interagides estresse x
tempo (P<0,001), tratamento X tempo (P=0,04%) e estresse x

tratamento x tempa (P<0,001).
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R
g 120 r o
é D NaCl 0,9 Yo
1@
o NLX 1
O {00
o B NLX 10
o 2
’8- £
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s Qs 80
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o C
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:8 © 40 *
E o *
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1 20
V)
L | #* *
2
o L *
Controle Imobilizagdo Natagao
FIGURA & - Efeito de pré—-tratamento com naloxoma 1 ou 1D ma/kg
=.c. (NLX 1 ou NLX 19), sobre a influgncia de duas modalidades de
estresse, imobilizag¥o no fric e natag3o, nc limiar doloroso de
camundongos, avaliado peloc métoadoc das contorgBes abdominais
induzidas por acido =sceético 0. 6% 1.Pes por S minutos

caonsecutivos, 13 minutos apés & administragio do &cido ac término
do pericdo de estresse. #% = estatisticamente significante em

relago ao grupo n3o estressado, dentro do mesmo pre—-tratamentao

(p < 0.015 ANOVA sequido do teste de Newman—-kKeuls).
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~
5. DISCUSSA0

Nossos resultados relativos a avaliag3o da nocicepgio
mostram que a exposigdo aguda de camundongos as duas situacfBes de
estresse, imabilizagdo e natagio, promovem anaigesia. A
antinocicepgdo observada e mais evidente para estimulos de
natureza quimica do gque térmica,tanto na intensidade comao na
duragdo do fendmeno. Esses resultados corrocboram os dados da
literatura ( ver CANNON e LIEBESKIND, 1987, para revisino).

A pre-selecdo de animais "bons respondedores aos dois

estimulos naciceptivas nd3o altercu a resposta avaliada tanto pela

‘placa—quente’ quanto pelo acido acetico {dados NnAo
apresentados) . embora PANOCKA et ali1i1 (1986) tenham ocbserwvado gue
ha uma diferenciacao genetica entre "bons" e "maus
respondedores”, possivelmente por uma ac3oc diferencial dos

sistemas endorfinéergicos.

0D pre-tratamento dos animais com naloxona revela que
apenas a antinocicepgdo contra estimulos térmicos, em animais
imobilizados, parece resultar, em parte, da ativac3o de sistemas
opidides enddgenocs, uma vez que n3oc houve revers3oc total do
efeito do estresse pelo antagonista opiaceo. A ativag3o de
mecanismos n3o opidides parece ser um importante fator na
manifestac¥o da analgesia em resposta a situagMes de estresse
(LEWIS et alii, 1980, 19813 WATKINS e MAYER, 19823 WATKINS et
alii, 1982 a, b3 O'CONNOR e CHIPKIN, 1984), especialmente, no

nosso caso, em relagdo ao estresse por natagao.
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Comao ja fo1r relatado na INTRODUCAO deste trabalho, a

intensidade do estresse & um fator determinante i1mportante da

modul ac¥o da analgesia por sistemas opidides ocu n3c opicides
(TERMAN et alii, 19863 HAMON et alizi, 19885 OLIVERAS e BESSON,
19887 ROCHFORD e HENRY, 1988). 0 tipo de antinoccicepg3a :i1nduzida

por estresse varia em razdo n3¥oc so0 dos parametros fisicos, mas
tambem dagueles ambientais envolvidos (FRISCHEKNECHT et alii,
19883 SIEGFRIED et aiii. 1988) . Em modeionos animais tem sido
relatada a ativagdo diferencial de sistemas analgesicos opioides
e/ou n3dc opi1sides, empregando—se. diferentes paradigmas.,. do
eletrochoque nas patas a manipulaglo experimental (WATKINS e
MAYER. 19825 KELLY e FRANKLIN, 19873 SIEGFRIED e FRISCHKNECHT,
1988, 19893 FRISCHKNECHT e SIEGFRIED, 1989). Outros estudos tem
demonstrado que quanto maior a 1intensidade da condic3o
estressante a que © submetido o animal, maior € a participagio de
mecanismos n3o opicides na mediagdo da analgesia resultante
(LEVINE et alii, 19843 TERMAN et alii, 198&6). Assim, nossos
resultados indicam que as duas condigles de estresse empregadas
neste estudo, além de efetivas em produzirem analgeéia nos
animails, parecem ser bastante intensas, uma vez que a modul agdo
da antinocicepc3do produzida envolve parcialmente o©os sistemas
opidides apenas no caso da imobtlizag¥o.

Por outro lado, poucos estudos tem analisado a
susceptibilidade convulsiva durante situactes de esfresse. A
associac3o entre estresse e a ocorréncia de crises epilepticas e
geralmente aceita com base em observagtes clinicas (GASTAUT e

TASSINARI, 19663 CECURRIE et alii, 1971), mas existem poucas
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evidéncias para o fortalecimento desta hipotese. Os principars

fatores desencadeantes de crises, em seres humanos. s3o

conhecidos e 1ncluem: estados de tensao, fadiga, privagcido de

sono, alteracdes do nivel de consciéncia e do ciclo sono-vigilia,

disturbios do equilibrioc hidro-eletrolitico e acido-basico,

estimulagc3doc sensoriail, abstinéncia a drogas e estados febris e
patologicos {ver AIRD, 1988, para revis3cl). A ansiedade
{STANDAGE, 1972) e a raiva (SYMONDS, 1970), contudo, parecem nd3o
desencadear crises. Embora esses estudos corrocborem as impressBes

clinicas de que o estresse pode induzir ou exacerbar crises

epiléepticas, @ importante notar que a maior parte das mesmaos foi

conduzida em condiclies limitadas, com numerc reduzido de sujeitos

pxperimentais selecionados atraves de procedimentos pouco

precisos. Tais restricfies s3io menos evidentes no estudo de TEMEIN
e DAVIS (1984) mostrando gque eventos estressantes diarios e

niveis perceptivels de estresse esti3c fortemente associados a uma

mai1or incidéncia de crises.

Ha algumas evidéncias experimentais mostrando uma redugcia

do limiar para convulsBes em animais submetidos a situagies de

estresse. A aplicagdo de chaque eletrico nas patas e a
imobilizag3o reduzem o limiar tanto para o eletrochoque
convulsivo quanto para o pentilenocotetrazol. em camundongos

(SWINYARD et alii, 1962, 1963). Crises eletrograficas e
comportamentais induzidas em macacos foto—sénsiveis tambem se
acham exacerbadas na vigéncia de estresse (KOPELOFF et alii,

1954). A privagio de sono paradoxal e a subnutrig3o tornam

ratos mais sensiveis as convul sties induzidas por
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eletrochoqgque (COHEN e DEMENT, 19703 FORRES et aliz,
1978, penicilina {SHOUSE, 1988) e abrasamento ({GRAHNSTEDT,
1986; SHOUSE. 1988, . Em camundongos. a privagdo de sono

paradoxal aumenta a sensibilidade as convuls®es induzidas por
pentilenotetrazol (VALE e LEITE, 1988). Na verdade, a associag3o

entre crises epilepticas e sonoc & bem documentada, sendo que
ps relatos sugerem que a privacqo de sono esta associada a
uma mailor ccorrencila de crises induzidas por diversas
metodologias e em diferentes especies animais ( ver GRAHNSTEDT.
1986, para revisio).

A este respeito, nossos dados mostram gue a exposigio
aguda de animais a imobilizag3c e/ou natacdo praomove um
agravamento na severidade das convulsiies induzidas por acido
mercapto-propitnico, assim comg um aumento no seu indice de
letalidade. Ambas as modalidades de estresse exacerbaram a
severidade das convul sties promovidas por eletrochoque
transcorneal, em proporgies similares quando a corrente de 150 mA
fci empregada. Esse agravamento deveu—-se essencialmente a um
prolongamento do componente extensor 'das patas posteriores da
convul s3o, sem alterag3o do €lexor.

Esses resultados, que apontam para uma influencia
proconvulsivante das condigbes de estresse, contrastam
marcadamente com outros achados do presente estudo. Tanto a
imobilizag3dc gquanto a natagio pfomnveram alteractes na
sensibilidade de camundongos a diversos agentes convulsivantes. A

exposic¥o aguda de animais aos estressores produziu um aumento

significante da laténcia para o aparecimento de manifestagtes
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convulsivas induzidas por estimul acdo soncora. pentilenctetrazol e
acido 3-mercapto—-propionico, alem de reduzirem a severidade das
mani festagbes produzidas pelo estimulo sonoro. DE LLIMA e RAE

(1986) mostraram que essas duas condigies de estresse trambeéem
exercem uma influencia i1nibitoria sobre as convulsdes induzidas
por pilocarpina e resultados qualitativamente semelhantes foram
tambem obtidos com a picrotoxina {dados n3o publicados). Estes
efe1tos foram mais duradouros no tempo para O grupoc de animais
submetidos a natagdoc do que para os submetidos a imobilizag3o,
para a pflocarpina; e mais evidentes em animais jovens e machos,
para a picrotoxina.

Da mesma forma, tem sido relatada gue diferentes
estressores reduzem a incidencia de crises eletrograficas e
comportamentais induzidas espontaneamente em gerbils
geneticamente susceptiveis {(BAJOREK et alii, 1984) e, em ratos,
por abrasamento amigdaloide (SHAVIT et alii, 1984). O estresse
emocional (imobilizac3o associada a imers3o na agua por 3 dias)
inibe marcadamente as convulsfles espontaneas em camundongos (MORI
et alii, 1986) . Outros . estudos mostram que condicBes
estressantes, como a imobilizagc3o por duas horas (OLIVERIO et
alii, 1983) ou a aplicagaoc intermitente de choque eletrico nas
patas (PAVONE et alii, 1986&), protege os animais das convulsdes
induzidas por eletrochoque transcorneal. VALE e LEITE (1988)
observaram n3o soO uma diminuigao na susceptibilidade as
na

convul sbes induzidas por bupivacaina, como uma redugXo

mortalidade de camundongos pela privag3o do sono paradoxal.

Essas contradigles observadas experimentalmente podem ser
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decorrentes de varias +fatores. O primeiro deles & o uso de
di ferentes espeécies animais, e, s0O para exemplificar, sabe-se que
ratos e camundongos mostram mudangas neurcguimicas opostas quando
confrontados. com o mesmo estressor (STONE, 1975), o gue poderia
explicar, em parte, as diferentes observacles obtidas em estudos
da sensibilidade convulsiva. 0O emprego de diferentes condigBes
estressantes seria outro fator preponderante na verificaca3o das
alterages do limiar convulsiva descritas. A este respeita,
estudos posteriores reali1zados em Nnossos l aboratorios
émpregando—se uma forma mais npatural de estresse, a agressaoc
intra-especifica em camundongos, mostrou uma reducdo da latencia
para o aparecimento de convutl sies induzidas por
pentitenotetrazol, mas n3c pela pilocarpina ou eletrochoque
transcorneal. Essas observagtes corroboram nossos dados obtidos
com eletrochoque convulsivo, contrastando, no entanto. com
agueles observados para a pentilenotetrazol e acido
I-mercapto—propidnico. Este fator, isto €, o tipo de estressor
empregado no estudo, talvez explique os resultados opostos
obtidos por outrcsA autores em rel ag3o ao eletrochoque
convulsivo (OLIVERIO et alii, 19835 PAVONE et alii, 1986).

A escolha do agente indutor de convulstes, assim como o
{s) parametro (s) das crises estudadoc (s), parecem tambem ser
criticos na obtenclc de resultados e conclus8les dos estudos,
inclusive deste aqﬁi discutido. Assim, os efeitos antagoSnicos
promovidos por um mesmo estressor podem ser, pelo menos em parte,
atribuidos aos diferentes mecanismos basicos dos modelos de

indugc3o de convulsBles utilizados. 0 pentilenotetrazol caracteriza
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a abordagem experimental classica para as crises de ausencia,
sendo sua acdo atribuida a um bloqueio da transmiss3ic GABARergica.
principalmente a nivel do cortex motor. 0 eletrochoqgue
transcorneal, por sua vez, permite inferencias socbre as crises
tonico-clonicas generalizadas (epilepsia do tipo grande mal 5 LA
SALLE e MNABUET, 198353 TESTA et alia, 19835 . g acido
I-mercapto—propionico, por outro }ado, € um agente gue inibe a
sintese de GABA (L.OSCHER, 1985) e a estimulagio audiogenica
relaciocna—-se tambem com crises generalizadas (LA SALLE e NAGUET,
1983) . Os parametros dessas convul sdes induzidas
experimentalmente n3o s3o., evidentemente, comparaveis entre si.
Alem disso, alauns estudos, como o de DLIV?RID et alii (198%3) e
FPAVONE et alii (1986), apesar de empregarem a mesma metocdclogia

convulsivante (eletrochogue transcorneal), registraram parametros

diversos daqueles por nos estudados; isto e, esses autores

observaram uma protec3o as convul stes registrandc a incideéncia e
a letalidade das mesmas, enquanto em nosso estudo verificamos os
componentes flexor e extensor das convulsdies induzidas, alem da
incidencia,‘ que n3o diferiu estatisticamente.Este resultadao., no
entanto, pode tambem ser atribuido am emprego de diferentes
linhagens da mesma especie., pois os autores citados estudaram a
influéncia do estresse sobre a sensibilidade convulsiva em
camundongos CS7BL/6, que apresentam, ainda, uma protegcldo as
convul sMes induzidas por estimulo sonoro (WILLOT, 1974) apos o
estresse por i1imobilizaglo.

Portanto, a exposig3o aguda a duas modalidades de

estresse, imobilizag3o no frio e natag3oc a temperatura ambiente,
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produz. em camundongos, um aumento marcante da demanda i1nterna do
organismo, traduzido comportamentalmente por uma elievag3o do
limiar nociceptivo e alteragctes na sensibilidade convulsiva dos

animais a diversos agentes. Os dois tipos de estresse promovem

um aumento da laténcia para o aparecimento de convuls8ies
induzidas por estimulo sonoro, pentilenctetrazol e acido
I-mercapto-propionico, alem de uma reducloc da severidade das

manifestaclies convulsivas induzidas pelo primeiro agente. Ac
mesmo tempo, provoca um agravamento da severidade das convul sfies
produzidas por el etrochoque transcorneal e acido
Z-mercapto-propitnico. aumentando a letalidade dessas ultimas.
Esses resul tados aparentemente disFrepantes podem ser explicados.
pelo menos em parte, pelos diterentes substratos associados as
di ferentes metodologias convul sivantes., alem dos diversos
parametros registrados, n3Ao comparaveis entre si.

Um outro aspecto analisado no presente estudo diz

4

respeito a participag3o de mecanismos opicdides enddgenos na

influéncia do estresse socbre a sensibilidade convulsiva,
baéeados nas al teracbes das efeitos promovidas pelo
pre—tratamento com o antagonista opiaceoc naloxona. Naossos
resul tados mostraram gque o pre—tratamentoc de animais n3AoO
estressados aumentou a latencia para o aparecimento de

mani festagfies convulsivas promovidas por estimulac3o sonora,
sugerindo que os sistemas opioides enddgenas modulam tonicamente
as mesmas. No entanto, a natureza dessa modulac3oc parece ser
complexa, pois outros relatos maostraram que a naloxona aumenta a

severidade da convuls3io audiogénica em camundongos (SCHREIBER,
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1979), sensibiliza coelhos as agBes convulsivantes da estricnina
e penicilina (MASSOTI et alii, 1984), acelera o desenvolvimento
do abrasamento amigdaloide em gatos (FERNANDEZ;GUARDIDLA et alii,
198%9), mas previne convulsbtes produzidas por hipotermia em ratos
imaturos (PUIG et alii. 198&) . SMOLEN et alii (1786) tambem
observaram essas agles contrastantes da nalosona em camundongos,
onde esse antagonista possu agcao anticonvulsivante em femeas
controles e proconvuisi vantes em gravidas. d fato do
pre—tratamento com naloxona nao ter alterado os diversos
parametros analisados das convuls8ies induzidas. em camundongos
n3o estressados, por pentilenotetrazol, acido
J—-mercapto-propidnicoc e eletrochoque transcaorneal, sugere que,
nesta condig3o, mecanismos opiddes exercem uma modulag3o seletiva
da reatividade convulsiva a estimulac3o audiogenica.

Entretanto, a naloxona modificou varios aspectos das
convul sies registradas em animais estressados. 0 pre—-tratamento
com o©o antagonista opidide potenciou o© aumento da laténcia das
convul sies provocadas por pentilenctetrazol e acido
3-mercapto—-propionico, promovido pelas situagles de estresse.
Para o acido G—mercapto-propionico essa influéncia do antaqgonista
opiaceoc manifestou—se apenas no grupo de animais submetidos a
imobilizac3do. Esses resultados sugerem que, nos animais expostos
a imobilizag¥o, os substratos neuroquihicos basicos ativados por
esse estresse sejam semelhantes dentro de certos limites,
envol vendo, pelo menos parcialmente , mecanismos de natureza

opidide, embora n3o esclarega como ocorre este envolvimento. O

estresse de natagdo, por sua vez, apesar de produzir um aumento
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da latencia para convul sttes induzidas reino acido
3—-mercapto-propionico. este efeito n3o se mostrou sensivel a
naloxona. Os parametros das convulsdies induzidas por estimulagdo
sonora e eletrochoque transcorneal, em animails estressados. ndo
foram alterados pela naloxona.

0 efeito do estresse., por imobilizag3o (OLIVERIQO et alii,
1982 ou por chogque i1ntermitente nas patas (FAVONE et alii,
1986) ,sobre a sensibilidade convulsiva de camundongos ao
eletrochoque transcorneal &€ blogueado peloc antagonista opiaceo
naltrexona, sugerindo a ativac3io de sistemas opidides endogenos
anticonvulsivantes pelos estresses em questao. Esses estudos
foram conduzidos com camundongos CS7BL/ &, uma linhagem
caracterizada por uma liberacaao, no Sistema Nervoso Central., de
quantidades substanciais de opi1oides enddgenos em resposta a
situagcles estressantes. Estudos mais recentes mostram que a
naloxona, em ratos, nd3o afeta a duragdo da pos—~descarca produzida
por estimul agcdo hipocampal, nem a inibigc3do da atividade
convulsiva subsequente (LINSEMAN e CORRIBGAL., 1987).

A modulag3o opioideérgica parcial do efeito do estresse
por imobilizag¥o sobre a sensibilidade convulsiva esta de acordo
com o© observado nos estudos de antinocicepglo, talvez devido a
mesma raz3o, isto @, a grande intensidade da situagdo de estresse
empregada. 0 estresse de natag3o, nos dois estudos, n3o apresenta
modul agao pelos sistemas opiodides enddgenaos por ser,
provavelmente, muito mais 1intenso e efetivo que o de
imobilizag3o, ativando, portanto, mecanismos n3o opioides.

De acordo com os relatos exaustivos contidos na
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INTRODUCAG do presente trabalho, muitos estudas téem detectada

tanto aglles pro— como anticonvulsivantes dos opiaceos e apidides.

na dependencia da existéncia ou n3oc de situacles de estresse, da
dose e via de administracio desses compostaos. de sua
especificidade, da especie animal empregada, e, em especial. do
parametra convulsivao reqgistrado como i1ndicativo da atividade
estudada (URCA et alia, 19775 PRIEWLODCKA et alii, 19833
TURSKI et alii, 19853 FREY et ali1:i1, 19863 GUEDES et alii, 198973

COTTRELL et &111.198835 entre outros).

Em todos o0s nossos experimentos a administrac3do de

naloxona foi feita antes da aplicag3c do estimulc estressor,

assim nd3c pode ser excluida a possibilidade do antagonistd

opicide ter modificado as experiéncias estressantes ‘per se’ .,

alem de inibir a ag3o dos peptideos opioides endogenos. For cutro
lado, a hipotese de que a exposigdo a condigdes de estresse possa
causar alteragfies na farmacocinetica da naloxona e/ou dos agentes

convulsivantes quimicos também n3o pode ser descartada (NATELSON

et alii,1979;: VOGEL, 1987). 0 chogue nas patas e o©o estimulco

sonoro aumentam a sensibillidade a mor+ina, engquanto a

imobilizac¥do reduz os efeitos desta droga (BENEDEK e GZIKISKAY,

1985; DYMSHITZ e AMIR,. 1988) . Desta +forma, o efeito do

pre—tratamentoc com naloxona pode estar alterado pela exposicido a

imobilizag3o e/ou natagao.

0 bloqueio pela naloxona e apenas um dos criterios

utilizado para caracterizar a natureza opidide do fenomeno

(SAWYNOK et alii, 1979), n¥o estabelecendo, no entanto. a

especificidade do receptor envolvido. A naloxoma pode, ainda, ter
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outras agbes extrinsecas aos receptores opiloides. Assim, a
interpretag3c dos resultados obtidos uwsando este antagonista
op1aceo como i1ndicativo de uma participagdo dos sistemas opioides
endogenos deve ser exercida com cautela, especralmente para a
maior dose (10 mg/kg), pois ha relatos de gue altas doses deste
antagonista opiaceo inibem a transmiss3o GABAeérgica.

DINGLEDINE et alii (1978) observaram, em camundongos, que

doses subconvulsivantes de nalaoxona (90 mg/kg) potenciaram a

atividade anticonvulsivante da bicuculina, efeito este
antagonizado pelo diazepam. SAGRATELLA e MASSOTI (1982)
descreveram, em coelhos, um aumento da ag3o convulsivante do

antagonista benzodiazepinico Ro-5-36&7, da bicuculina e
picrotoxina, e do inibidor de sintese de GABA, a isoniazida, pela
naloxona (5 ou 10 mo/kg). Posteriormente. MASSOTI et ailii {1984)
propuseram que o efeito proconvulsivante da mnaloxona envolveria a
inibicdo da transmiss3o mediada por GAEA e/ou glicina, o gue
concorgaria com a proposictdco de gue a naloxona atua como
antagonista de receptores GABAérgicos. No entanto, CHUGANI et
alii (1984) sugeriram que parte dos efeitos convulsivantes da
naloxona seritam secundarios ao blogqueioc direto do mecanismo
protetor mediado pelos opidides endogenos., enquanto AGMO e
TARASCO (19835) discutiram a possibilidade da naloxona desinibir
neuronios GABAergicos.

Entretanto, no presente estudo a dose de 10 ma/kg de
naloxona n3oc mostrou efeitos essencialmente diferentes da dose de

1 mg/kg, além de n3oc alterar as laténcias para o aparecimento de

convul sBes induzidas pelo pentilenotetrazol e acido
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Z—mercapto—-propitnico, em animails ndo estressados. Se a naloxona
interferisse antagonizando diretamente a transmiss3do GARAergica
esperar—-se—ia uma redutdo nessas latencias. Ainda neste sentido,
o pre—tratamentoc com naloxona potenciou, aoc 1i1nves de inibir, o
aumento na laténcia para convulsBies induzidas por esses agentes
promovido pelo estresse de natag3o e/ou imobilirag3o. E possivel,
ainda que os resultados obtidos em animais estressados que
receberam a maior dose de naloxona representem subestimativas do
fendmeno, face a possibilidade de haver um antagonismo simultaneo
da neurctransmiss3ic GABAérgica, mesmo que os dados obtidos no
grupoc ndo estressado n3o suporte essa hipotese.

Por outro jado, na3o e possivel negligenciar as
informagles decorrentes de estudos animais sugerindo que as
manifestaclies do estresse possam ser mediadas por alteragtes
complexas de diversos neurotransmissores centrails, como  a
noradrenalina (GLAVIN, 19855 SVENSSON, 19873 BORDIN et alii,
198%9s STANFORD e WAUGH, 1989), a dopamina (BILAD et alii,
1986, 1987 BOWNERS et alii, 1987F GILAD, 1987), a serotonina {( MORI
et alii, 1986% DE LIMA e RAE, 19885 PETERS, 198%9) e o© acido
gama—aminobutirico, GABA (CORDA e RBIGGIAG, 1986, 1987: ELEKES et
alii, 19865 SCHWARTZ et alii, 19873 TRULLAS et alii, 19873
ARMANDO et alii, 19889; DRUGAN et alii, 1989 KARP et alii,1989).
Alem disso, ha uma interrelag3dc estreita entre esses sistemas
neurotransmissores que ndoc pode ser esguecida. For exemplo,
TANAKA et alii (1989) observaram que a injegao

previa de

Met—encefalina atenua o aumento da liberagcdo de noradrenalina

promovido no hipotalamo, amigdala e "locus coeruleus" pelo



estresse de imobilizag3ia em ratos. 0 mesmo tratamento redu:z os

parametros comportamentais registrados, o que poderia estar

relacionadoc com a liberac3ao de 'emoges negativas'. como medo

e/nou ansiedade dos animais expostos ao estresse, como proposto

por FRISCHKNECHT e SIEGFRIED (1788) para o mcadelo de agressap

intra—-especifica em camundoncos.
Resumindo, o presente estudo mostra que a exposig3o aguda
a eventos estressantes produzs uma gama de

modi +1cagcles

comportamentais e, provavelmente biocguimicas. A liberag3o de

opioides endogenos nas condiglies de estresse por imobilizac3o
parece ser, pelo menos em parte, pelo efeito protetor sobre as
convul sfies induzidas por pentilenoctetrazol, acido
S-mercapto-propionica e estimulag3c sonaora. e pela atividade
proconvulsivante no eletrochogue transcorneal. A hipotermhia
promovida pelas duas modalidades de estresse nda parece estar
correlacionada a esses efei1tos (MACEDO-NETO et alii, 1989). Em
adic3o aos efeitos do estresse saobre a sensibilidade convulsiva,
os opioides endogenas liberados pelo estresse de imobilizag3o
mediam outras reages de defesa do organismo gue implicam um
aumento do limiar a diversos estimulos externas. concomitante com
uma reducdo na sensibilidade dolorocsa. Os efeitos do estresse de
natagdo, no entanto, n3o parecem envalver a ativag@o de sistemas

opidides enddgenos, no naosso estudo. A participagdoc desses

sistemas nos efeitos dos estresses aqui estudados talvez tenha
sido comprometida em fungidao da intensidade dos estimulas

empregados (LEVINE et alii, 19845 TERMAN et alii, 1986). De

qualquer maneira, n3o se pode descartar a interag®c das diversos
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sistemas de neurotransmissores nesses efeitos., o aque amplia a
complexidade da mediacdo e do entendimento dos mesmos.
Finalmente, a promocao de analgesia e a relativa protec3io a
estimulos convulsivantes cbservadas em nossos estudas parecem—nos
altamente adaptativas em relaclio a situwagles de extrema demanda,
ampliando as chances de sobrevivéncia dos organismos. como
proposto por AMIT e GALINA (1988). A esse respeito, estudos
recentes realizados em nossos laboratdrios evidenciaram gque a
exposigcdo repetida de camundongos a condig3o de imobilizag3o ou
natagdo reduz a magnitude do aumento da lateéncia para convulsBes
causadas por pentilenotetrazol {FEREIRA et alizl, 198%9). Esta
habituag3o a influencia de condigies estressantes talvez eupligue
porque camundongos submetidos a agress3o intra-especifica. uma
condigc3do de estresse inerente ao repertorio comportamentatl desta
especie, apresentam alteragtes de susceptibilidade convulsiva

diferentes de animais expostos a imobilizagdo ou mataglo (RAE et

alii, 1989).
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"~
&. CONCLUSOES

A exposig3c aguda a duas situagtes de estresse,
imobilizac3o a 4° C e natacdo a temperatura ambiente em
camundongos:

al promoveu analgesia, avaliada por duas metcdologias, uma
térmica ( "placa—quente’) 2 uma gquimica (acido acetico)s:

b a antinocicepcdo cbtida pela imobilizac3o parece ser me-
diada, apenas em parte, por sistemas opioides endogenos,

enquanto aquela resultante da natacdc n3c envalve tais

si1stemass

c) prolongou a laténcia para o aparecimentc de convulsfies
induzidés por estimulo sonoro, pentilenotetrazol e acido
J—-mercapto-propitnicos

d) agravou a severidade das con&ulsﬁes induzidas por eletro-—
choque transcorneal:

e) esses efeitos sobre a sensibilidade convulsiva parecem
envolver modulacl3o por os sistemas opiocidergicos apenas no
grupc i1mobilizado cujas as convulstes foram induzidas por
pentilenotetrazol e acida 3—-mercapto-propi®nicos

f) os sistemas opinides enddgencs parecem modular tonicamente as

convulstes provaocadas por estimulo sonoro em animais n3o

estressadoss
Q) os dois tipas de estresse empregados nesse estudo parecem
ser intensos, especialmente o de natagdo, e o0os efeitos

gue produzem decorrem de alteragtes adaptativas do organismo

envolvendo a participac3o de opioides endogenos e de outros

neurotransmissores.
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Tabela I - Efeito da submissdo de camundongos & duas condigles de
. . - .0 . @
estresse, i1mobilizagdioco a 4 € e ratacgdoc & 20 C, sobre a resposta

convulsiva induzida por estimulagcdc sonora. apcs pre-tratamento

cam naloxona O, 1 ou 10 ma kg s.c.

SOURCE S8 DF MS F F
BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS

STRESS 2119.488 2 1059.744 4,047 . 028
ERKOR 7069.799 27 261.844

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NL X 342,488 2 271.744 1.494 232
STRESS NLX I599.911 4 892.977 4.949 .02
ERROR 9818.399 sS4 181.825

TOTAL

23151.288 89



Tabel a Il - Efeito da subomissac

de estresse. 1mobillizacic a

laterncia para & rlmeEl
=}

pentilenotetrazol. 1.p. apos

o 10 moskg s.c..

[ -
47 C

de camundongos

nat agic &

convul edn induzidsas

pre-tratamento

duas

o

Com

rmalonona

ma s kg

condl coes

zcbre

SOURCE ss DF MS = F
RETWEEN EBLOCKS/SUBJECTS

STRESS S736406.406 2 2878203, 203 5.7095 08
ERROR 136Z2103T7.300 27 S504482.870

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NLX I6799%.281 2 183996. 640 . 687

STRESS NLX 160894. 062 4 40227.3515 1350

ERROR 144492482, 623 34 267578.937

TOTAL 343555893.873 89



Tabel a 111 -

cz estrezse,

& duragdo da

pentilenctetrazol

Efeitc da

Drlmelr &

imabilizacdw

zubmissdo de camundornqQos a

convuwl s3o

duas condigbes

—-

o - )
47 T B nmnatagdo  x Z00

sobre

1nduzida por &0 maskqg  de

1.p.. apos pre—tratamernto com malaxona O, 1 ou
1O mo/kg s.C..

SAQURCE 5SS DF MS F F
BETWEEN BLOCEKS/SUERJECTS
STRESS 885.Z58% =z 427 .8677 1.306 . 2846
ERROR 8835.766 27 3270250
WITHIN BLOCKS/SURJECTS
NL X 29Z.088 2 146.3544 2.132 . 124
STRESS NLX 109.777 4 27.444 . 403
ERROR 3677 .133 sS4 &8, 093
TOTAL 37710122 89



-

Tabela IV - Eferto da subiml ssac de camundonoos & duas Ccongdleoes

; e - o i " [ ) - ye @ - b we o
de estrasse. rmatilizacdac & 40 C & ratacdEo & 200 O, SOy s &
laterncia para @ praimelra  convalsdo induzide  por 75 omgsvo de

pentilenctetrazol 1.p., apos pre-tratamermtc  com  mEloxorea .l

cu 190 masko =.cC..

SOURCE SS DF MS F F

RETWEEN BLOCKHS/SURJECTS

STRESS 4526430.419 2 2RET218.209 11.216 SERALER
ERROK 5546984.2956 27 205443, 862

WITHIN EBLOCKS/SURJECTS

ML X 671242.138 2 I3I5671.069 1.439 . 243
STRESS NLX 511419.931 4 127854.982 . 548
ERROR 12596144.597 4 233261.937

TOTAL 2I7B52321.3%90 89

-———



Tabel « Ix -

de westresse.

Crerto da

1mebilizacdo

subhmlssHo de

4° e

=8

camundongos o duas condigues

P - P
rmat &g a0 & JER R

U
Ia]
o
3
n
bt

lat®encia para a primeira convauledo 1nduzida por Z0 masbg de acido
T-mercaptc proprinlico 1.p. ., apos pre-tratamento com nalovona .l
ouw 10 magr/kg s.o.
SCURCE SS DF MS = F
BEETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
S5TRESS 3929&3.388 2 1946481.679 16.873 S. 001
ERROK 214403,.76% 27 . 11544.557
WITHIN BLOCKS/SURJECTS
NLX 12288.018 2 5144, Q09 771
STRESS NLX 4IT536. 644 4 10884.161 1.3568 . 257
ERROR 4Z026T.331 354 7967 .839
TOTAL 1192457.116 89



. Tabela X - Efeitc da submissdio de camundongos a duas condicoes
de estresse. imobilizacso a 4° C & nataglo & 200 C. sobre &
latércia para & primelra convulsdo 1nduzida por &0 omgshg de @cidao
I-mercapto-propronico 1.p.. ap0s pre-tratamento com naloworna .
ou 1o maska s.a.
SOURCE SS DF MS F F
RETWEEN BLOCKS/SUBJECTS o T
STRESS 736.185 2 T68.077 7.357 ;EEEi
ERROK 314.999 27 48.70%
WITHIN BLOCKS/SUBRJECTS
NL X 78%5.088 2 I92.3544 &5.927 Q02
STRESS NLX 138.777 4 38.9244 . 687
ERROR T0359.800 sS4 I6.8662
TOTAL

6081.822

8%



Tabela X1 - Efeitoc da
de estresse, 1mobilizacdoc a
da primeilrs conval sdEc

Proplonico 1.f.,

mg/kg s.c.

SOURCE

apos pre-tratamento

a°

triduzida

-

submicssan de

par

£

camundonoos a duss

=y

mg sk de acido

com nalorona

ITemercapto

oxg )

condigoes

e - BN .
rmatagBiao a 207 L, sobre a duragsdo

1

269722.135

I736.285

9851.634

12470.765

2940.3574

72.187

.41

L0004

B&68703%. 999

89

sSs DF MS
BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
STRESS 339444.270 2
ERROR 100882.398 27
WITHIN BLOCKS/SUBJECTS
NL X 19703.269 2
STRESS NLX 4988%. 063 4
ERROR 158790.997 54
TOTAL



Tabela V - Efeito da submissdio de camundornges & duas candilgdes de
zstresse, imobilizac®o a 4°C e matacac & 20° C, sobre & durac&c
da primeira convulsio induzida por 739 mg/kg de pentilenctetrazol
1.P. . apocs pre—tratamentec com rmaloxorna O 1 cu 1 magrikg s.c.

n

SOURCE 85 DF MS F F

BETWEEN RLOCKS/SURJECTS

STRESS S81.022 2 273.311 F.709 L0001
ERRCR 766,133 27 28.3795

WITHIN RLOCKS/SUBJECTS

NL X 159.488 2 79.744 2.171 L1122
STRESS NLX 115.911 4 28.977 . 789

EFRROR 1983.266 sS4 36.727

TOTAL Z575.822 89



T

abela WYI - Efsito da submisszio de camundonaos

& duas condigées

de estresse, imobilizaciio a 4° 0 e natacdo & 20° C. =obre &
latencira para A primelrea comvulsdo 1mdurida sor L0 mas g dex
pentilenctetracaol t.p.. ApOS ore-tratamento  Com  Daloxona Ul
ouw 19D mag/lkg s.c. .
SOURCE SS DF MS F F
BRETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
STRESS 4447587 .8352 2 222TIT.?LS 10,408 <.001
ERROR 5763462, 640 27 213461.579
WITHIN BLOCKS/SUERJECTS
NLX 19464573, Q09 2 982287.3204 2?.823 <. Q0L
STRESS MNLX 8939463.974 4 22T7490.993 2,233 L0748
ERROR 33984746.343 54 F9971.784
TOTAL 18464065, 804 89



Tabeia VIl - Eferto da submiss¥o de camundonoos & duas condlgles
de estresse, 1mobilizacdo « 4°0 & rmatagdc « S0°C., sobre & duragac
da primeira conwul =30 tidunida [nfmlg 1D ma s kg de
pentilenctetrazcl 1.p.. apos pre-ibratamento com naeloxonas D, L oau
19 mgshkg =.C. .
SQURCE S8 DF MS F =
ééngéN BLDCK;/SUBJEE;;—— T
STRESS 223.266 2 112,633 . 866
ERROR I508. 166 27 129,932
WITHIN BLOCES/SUBJECTS
NLX 1094. 500 2 547.300 2.857 L0648
STRESS NLLX 122,833 4 I0.633 . 1359
ERROR 10353435.93530 =4 191.546
TOTAL 13294, 099



Tabela VIII - Efeitoc da submissio de camundongos a duas condilgles

de estresse. imobilizacdo a 4° C e natacdo « 20° . SODreE &
latercia para & primelra convwlsd3o 1nduzida por 1 masia de
acirdao I-mercapto—propironico b N o apos pre—tratamento com
malorons Gl ow Lo o madska s.c.
SOURCE SS DF MS F F
;g;;gEN BLDCHS;gQBJEc;; ———————————————————————————————————————————————————————
STRESS 1668850.034 2 834275.017 S7.685 . 001
ERROK 3904846. 191 27 144462.451
WITHIN EBLOCKS/SURJECTS
MLLX 1735232.29S 2 877&1.8647 2.650 . 031
STRESS NLX 278912.948 4 6£9728.242 2.%00 oone

ERROR 1298092.393 54 24038.748

TOTAL I8115&64.888 89



Tabel a 211 - Eferto da

de estresse. 1mobilizacdEo
dia nrimelra convul sao
PDroplonico 1wfTe o apos

SCOURCE

subm

1mcdusycea

nre—tratamento

1esa0 de camundonaos & duas

condigcoes

3°C e mnatacan & I0°C. sobre A

duraC Eao

por T0 omas kg de acido I-mercapto-

Com e L o ora i, 1 (=l R

DF

BETWEEN ELOCKS/SUBRJECTS

STRESS

—~y

hnaan | =
1273, 622

ERROR I281.266

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NLX 1046.422

STRESS NLX 3578.844

ERROR

5346.733

2 1637.811 13.4746 L0071
27 121.328
-
2 323,211 3,092 009

894.711 B.710

102.717

TOTAL 16728.888



Tabela 11l - Efeirtc da submissdo de camundorngos

: - . [
de eztresse,1mobilizacdo & 4

=4

mnatagao

Yy

=

P
a 20 O, =obre

duas

condl gles

E) duragac

da primelra convulssc 1nduzida por mg/irq de &cirdo S-omercaptos
proplonicao 1.(0., apas o pre~tratamento com malorona e 1 o ou 1
ma/kQ s.C.

SOURCE SIS DF MS F F

BETWEEN BLOCKS/SURBJECTS

STRESS 1388.022 2 &94.Q11 2.325 .97

ERROR 7420.466 27 274.8%2

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NLX IT2.622 2 475.311 2.637 .79

STRESS NLX 289.111 4 &4.777 S8

ERROR F732.933 S54 180, &09

TOTAL 19773.155 g9



Tabela XIV - Eferto da submiz=s&o de camunoongos a duas  condigBes
: : - P -] - p—]

de estresge, 1mobilizagio a 4 C e natagio & L0 C. =obre o tempo

de flexio da convuls&o induzida por eletrochogue transcorneal (250

Vot

mA) . apos pre-tratamento com naloxona O, 1 ocu 10D mgr/kg s.cC.

SOURCE Ss DF Mg

F F
BETWEEN ELOCKS/SUBJECTS T
STRESS 1.216 2 . 608 .783

ERROR 20.957 27 L7784

WITHIN ELOCKS/SUEJECTS

MLX I.661 2 1.830 2.798 .68
STRESS NLX 2.760 3 . 690 1.054 . 288
ERROR 35,331 S4 . 654

TOTAL &6L.927 82



Tabela XV —- Efei1to da submi 880 de camunoongos & duas condigbes

. o . A — .
de estresse, 1mobilizacgdo a 4 C g & rnatacdo a 20 C., zchbre o tempo

de flexdoc da cormvulsdo 1nduzida por eletrochogue transcormneal (50
mAY ., apos pre-tratamento com naloxorne D, 1 ouw 1D maskg S.C.
SOURCE SS DF MS F F

BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
STRESS 976 2 . 488 1.101 . 347

ERROR 11.967 27 4475

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

ML X &.278 2 Z.1329 17.746 a0l
STRESS NLX 8.78% 4 2,195 1Z2.41% L00Y
ERRORK 2.3882 sS4 -176

TOTAL I37.558 89



Tabel a VI —~ Efeirto da submissdo de camundorngos & guas condilcotes

L w P - N
de pstresse. 1mopilizacao & 4 C e matagdo a D0, sabre o tEmpo

de flexaoc da comnvul sdo tnduzida por eletrochogue tramnscormesal

V150 mAY, apos pre—tratamento com naloxona O, 1 ouw

oma/sko o s.co.

SOURCE sS DF MS F F
SETWEEN ELOCKS,supsecTs T
STRESS . 266 gl 133 S62

ERROR 5.399 27 . 227

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NL X . 866 2 433 1.950 . 150
STRESS NLX . 366 4 116 .S24

ERROR 11.999 S4 220

PRty

TOTAL 19.999 89



Tabela XVII Efeirto da =ub

milss5d0 de camundornqos & duas condigqdes

de eztresse, imcbilizacie & 4° 0 e matacdo = 20°C, zobre o
Tempo de extensdc  da corvul sdo induzida por @l etrochogue
transcorneal (25 mfA) . apos preé—-tratamentoe com naloxaorns O, 1 ouw 1o
mgslQ s.C.
SOURCE SS DF MS F F
BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
STRESS 160,588 2 80.279 1.004 L2811
ERROK 2138B.7&6 27 79.934
WITHIN BLOCKS/SUBRJECTS
NL X 7I33.446 2 2366.723 15.468%9 001
STRESS NLX 111.631 4 27.907 1.194 23
ERROR 1262.149 54 23.373
TOTAL

4426.551

89



Tabela

VITH

- Efeito da =submissdc de camundaonacs &  duas
cordictes de estresse. 1mopilizacic & 4° T @ ratacic 0,
sobre o tempao de extensdo da convul s&a 1duzida por
zletrochogue cranscorneal (SO mA) ., apos  pre-tratamento [y lift
mnaloveona O, 1 ow 10 maskg s.co.
SOURCE 8S DF MS = F
;;;;EEN BCDCK;;SUBSEE;; ———————————————————————————————————————————————————————
STRESS 22381.360 2 11175, 680 1.004 381
ERROR 00439, 551 27 111270385
WITHIN BLOCKS/SURJECTS )
NLX 17082.823 2 5341.2561 =88
STRESS NLX 34018.201 4 12304.350 1.214 . 315
ERROR &500419.807 54 111138.88S
TOTAL

990311.248 89



Tabela XIX -

de estresse,

de sxtensdo da

Efeito da submissdo de camundormgos & duas condigBes

imobilizagcio

convul sdo

a 4°C e

induzida

pre—tratamentoc com

mnatacdo & J9 C.

0
por eletrochoque

nalosona O !

=pobre o tempo

transcorneal

1O

. 1oou mg/ kg €.cC.
F
oL 84
4. 54 STRESS ¢ 001
- ML~ P oiad
£ Py S N
i DTREDS ML= o= .11

T1E0 mA) . apo
SOURCE 55
2 THESS ST
N E oo,
STRESS 44,
P&

ERROR 4865,
TOTAL 2.

=

DF
or=) 2
19 e
24 4
35 2t
558 g9



Tabel & AX — Efeito da submissdo de camundengos & duas condilgotes

de eetrescse, 1mobllizagcdao a 4° ¢ e rmatagdc = S0 O sobhre

=

relacdo tempo de extensdoc/tempo de ftlexdc da comveledo (20 mia) .

apos pre—tratamentoc com naloxona 00 1 ou 12 mgrihg =.c.

SOURCE SS DF MS F F

BETWEEN RLOCKS/SURJECTS

STRESS 44073T02.931 2 2203651.475 1.011 . 378
ERROR 388166%1.781 27 2178T94.510

WITHIN ELOCKES/SURJECTS

NL X 4441415.496 2 2220707.748 1.017 - 369
STRESS NLX B&637372.484 4 2159343.121 . 989
ERROR 117880014.812 sS4 2182407.4681

TOTAL 1941327357 .562 89



Tabela X1 — Efert
de estresse,

tempoc de

o da

imobilizacso a 4°C e

zubmissdo

de camundongos & duas

condigles

nataclo « 20°C. sobre a relacao

S5493. 651

extensdo/ tempo  de flexvdoc da canvul sdo irnduzida nor
eletrochogue transcorneal (S50 mA), apos pre—-tratamentc cam
nalovona 2., | ou 1O moskg s
SOQURCE SS DF MS F F
BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
STRESS 121.900 2 50,950 .816
ERROR 2015.644 27 74,4652
WITHIN BLOCHS/SURJECTS .
NL X 1465.949 2 7I32.974 24,3540 L0011
STRESS NLX 277.282 4 6F.3220 2,320 067
ERROR 1612.874 54 29.868
TOTAL

8%



Tabela XXI1 - E+eir1to da submissao

de estresse.

de camundongos =

-4

duas

corndl goes

801.663 89

1mobililzacic a 4 C ' matagio a 20 . sobrs & relacdo
tempo de exlteErnsdos/ tempa de e da cartial 22 1rictuz r dE aYwins
eletrochogue transcorneal (180 M) EYenl) nroes-tr st amento C ot
naloxona .1 cu 1 mokag £.C.
SOURCE SS DF MS = F
BETWEEN RLOCKS/SUBJECTS
STRESS 229.664 2 119.822 24,955 L D0d
ERROR 129,631 27 4.801
WITHIN BLOCKS/SUBJECTS
ML X 52.194 = 26.097 4.195 Q12
STRESS NLX 44,240 4 11.060 1.777 . 145
ERROR 335.911 54 &.220
TOTAL



Tabela AXITI - Efeito da submissdic de camundorngos @ a duas

X B . . . o - . f
condil¢les de esturesse, 1mobilizagdoc a 4 T e mnatagcdog & 200 C, sobre

a severildade das convulsBes induzidas por diversas metodologlas:

5 0= estimulo  sonorosd E = pentilenctetrazol TETZ0 SO maslig

1.p.s T o= FTZ 7% mgikg 1.p.s D = FTZ 100 maskg 1.p.0% Eo=

wcido T-mercapto-propilamico (SMFY 10 mgikg 1

T

S = IMF OT0 mas kg

1.p.5 G = IEMP &0 maskg 1.p. ¢V apos pre—tratamento com naloxona 0.1

ou 1O ma/kg =.C.
=
SOURCE SS : DF MS . F
BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS T
STRESS 25,622 2 12.811 48.718 S 001
ERROR 7.099 27 L 262
WITHIN BLOCKS/SUBJECTS
NLLX . 422 2 L2111 . 640
STRESS NLX 13,111 4 3.277 ?.947% L 001
ERROR 17.799 54 . 329

TOTAL 64. 055 89



EO)

SOURCE SSs DF MS F F
EETWEEN BLOCKS/SUBJECTS oo
STRESS IT.755 2 15.877 2.871 L0772
ERROR 158. 699 27 5.877

WITHIN BLOCKS/SUEJECTS

NLX 11.088 2 5.544 1.476 .23
STRESS NLX 14.111 4 Z.527 .PT9

ERROR 202.800 54 3.7355

TOTAL 420,455 89

c)

SOURCE ss DF MS F =
BETWEEN BLOCKS/SUBJECTS

STRESS .288 2 .144 L0855

ERROR 45. 666 27 1.691

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NL X 54,688 2 2.744 1.641 .201
STRESS NLX 15.511 4 I.877 2.714 .038
ERROR 77.133 54 1.428

TOTAL 143,288 89



D

SOURCE SS DF MS = =

EETWEEN EBLOCKS/SUBJECTS

STRESS . 866 2 . 433 161
|
ERROR 72.3566 27 Z.4&87

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

NL X I.466 2 1,737 LT7T70
STRESS NLX 19. 666 4 4.916 2.184 . 082
ERROR 121,533 54 2.250
TOTAL 218. 099 89
E>
SOURCE sS DF MS F -

) BEETWEEN BLOCKS/SUBRJECTS

y

STRESS 18.288 2 9.144 7. 685 _0T7
ERROR 66.999 27 2.481

WITHIN BLOCKS/SUBJECTS

?NLX 1.355 2 677 312

STRESS NLX ' 22.111 4 S.527 2.546 . 049
ERROR 117.199 s4 2.170

TO0TAL oS 955 ag




F)

SOURCE ss DF

MS F F
SETWEEN &LOCKS/SURJECTS T
3TRESS 1.488 2 .744 oSy
ZRROR 79.800 27 0.955
JITHIN ELOCKS/SUBJECTS
‘JL—) J1.022 2 15.911 3.494 L. 001
STRESS NLX 27.711 4 5.927 Z.794 L OO
{RROR 98.599 54 1.825
T0TAL 238. 6272 89
&)
SOURCE Ss DF MS F F
EETWEEN BLOCKS/SUBJECTS
STRESS 8.866 2 4.437 5.945 L 004
ERROR 7.23% 27 .6IB
WITHIN BLOCKS/SUBJECTS
NLX 1.400 2 . 700 .962
STRESS NLX 7,333 4 1.833 2.521 051
' ERROR 39.266 54 .727

1
" TOTAL 74.099 89



Tabela ¥XIYV - Efeito da submicssdo de camundongos &

duas condigles

de estresse. 1mobilizacdoc a 4°C & ratacHo & :u°c* sobre o b mi
de reaglo termica avaliado pelo metodo da placa-guente. apos
nrée—tratamento  com nalorona O, 1 mo/ kg =.C. o= tempo de
reagdo teErmica observada imedilatamente apos o mer i ada dex
scstresse: E = tempo de reacdc termica observado a YAITLOE
intervalos de tempo APLS & submissdo as condigdes de estresse
(15, Z0., 4% = &0 minutos) .
&0
?9BTCE 88 DF MS F F
BETWEEN BLOCKS/SURJECTS oo
STRESS I659.755 2 1829.877 81.392 L 001
ERROR 605,533 27 22.427
WITHIN BLOCKS/SUBJECTS
NL X 1538.022 2 7%.011 0121 L Q50
STRESS NL.X 286.444 4 71.611 2.829 QI
ERROR 1366.866 S54 25.312
TOTAL 60764622 89




SOURCE =1 DF MS F F
BLOCKS/SURJECTS IB&. 153 P

STRESS 862.0321 2 471.013 24.375 L0018
ERROR 218.250 18 17.682

MNLX 87.204 2 41.602 . 968

ERROR T7E.23 18 42.957

STRESS NLX IT2.3185 4 83.128 2.051 L1007
ERROF 1428.906 Ib 40.3525

TEMFO 242,242 4 5005285 2.822 L 0I8
ERROR 770.102 R 21.391

STRESS TEMFO Z322.437 =) 415.557 25.248 L0001
ERROR 1187.897 72 146.498

NL X TEMFO S14.284 8 54.285 Z.184 004
ERROR 14532, 271 72 20.184

STRESS NL.X TEMPO 7532.195 16 47,074 2.762 <, 001
ERROR 2454.048 144 17.042

TOTAL 14921.931 449

(RESIDUAL) B415.746 96



Tabela XXW -
de pstresse. 1mobi

de contorgles

Efe1to da

lizagdo

abdominal s

submi esdo de camundongos &
0 . = ~~
a 4°C e natagio & 20 (.

observadas

duas condilgies

o

Scre o Nnumero

num pericdo de CinCco

minutos. quinze minutos depols da administraglo de scido
acetica O.4% W 1.p.. apts pre—-tratamentoe com malovorna O. 1 ouw 13
mg/skQ s.C.

SOURCE S8 DF MS F F

RETWEEN BLOCKS/SURJECTS

STRESS FT4.400Q 2 457 . 200 @I.930 CL 001

ERROR 134,266 27 4,972

WITHIN BLOCKS/SURJECTS

NL. X I.266 2 1.623 . 293

STRESS NLX 11.3Z3 4 2.833 .508

ERROR IQ0.73Z sS4 5.569

TOTAL 1284. 000

89



abel a = dea submil ssdo de camunconaos & duas condictes
o & - £ 62 i ¢ - 3 - (ot o, =)° = L i Qo
Qe estresse. rmopillizacde & 94 U@ natacda & 20 O, O rm e o
de contorctes atdominals  observado a intersalos de AL FAt s
num totai de um periodo  de 20 minutos pela & a D str ac o
1. de acido acetlico Weodh  leob., apos - pre-tratanento. com

ML ALCtOE.

OUFRCE 85 DF

& B | GLPLRRY 2 e B e (SR~ S O R e Y T Fotal s de contorcons
SDCOMmM1 nalrss: = muaanmeEro oe contorgoe ADAOMI MaL S G et

MS

ETWEEN BLOCKS/SURJECTS

STRESS Tl 185 2
ERROR 3983. 333 27

' WITHIN ELOCKS/SURJECTS

)

NLX

278.422
STRESS NLX 261.911

ERROR 4687 .666

Z878.577

147.604

o g

Toleg i ok 1873
65877

85.808

TOTAL 16970.488 89
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