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Mude,

mas comece devagar,
porque a diregfio é mais importante
que a velocidade.

Sente-se em outra cadeira,
no outro lado da mesa.
Mais tarde, mude de mesa.

Quando sair,
procure andar pelo outro lado da rua.
Depois, mude de caminho,
ande por outras ruas,
calmamente,
observando com atengio
os lugares por onde
vocé passa.

Tome outros 6nibus.
Mude por uns tempos o estilo das roupas.
Dé os teus sapatos velhos.
Procure andar descalgo alguns dias.

Tire uma tarde inteira
para passear livremente na praia,
ou no parque,

e ouvir o canto dos passarinhos.

Veja o mundo de outras perspectivas.
Abra ¢ feche as gavetas
€ portas com a mio esquerda.

Durma no outro lado da cama...
depois, procure dormir em outras camas.

Assista a outros programas de tv,
compre outros jornais...
leia outros livros,
Viva outros romances.

Nio faga do habito um estilo de vida.
Ame a novidade.
Durma mais tarde.
Durma mais cedo.

Aprenda uma palavra nova por dia
numa outra lingua.
Corrija a postura.

Coma um pouco menos,
escolha comidas diferentes,
novos temperos, novas cores,
novas delicias.

Tente o novo todo dia.

o novo lado,

0 novo método,
0 novo sabor,
0 novo jeito,

0 NOVO prazer,
0 1I0V0 amor.
anova vida.

Tente.
Busque novos amigos.
Tente novos amores.
Faga novas relagdes.

Almoce em outros locais,
va a outros restaurantes,
tome outro tipo de bebida
compre pio em outra padaria.



Almoce mais cedo,
jante mais tarde ou vice-versa.

Escolha outro mercado...
outra marca de sabonete,
outro creme dental...
tome banho em novos horarios.

Use canetas de outras cores.
V4 passear em outros lugares.
Ame muito,
cada vez mais,
de modos diferentes.

Troque de bolsa,
de carteira,
de malas,
troque de carro,
compre novos oculos,
escreva outras poesias.

Jogue os velhos relogios,
quebre delicadamente
esses horrorosos despertadores.

Abra conta em outro banco.
V4 a outros cinemas,
outros cabeleireiros,

outros teatros,
visite novos museus.

Se vocé ndo encontrar razdes para ser livre,
invente-as.
Seja criativo.

E aproveite para fazer uma viagem despretensiosa,
longa, se possivel sem destino.

Experimente coisas novas.
Troque novamente.
Mude, de novo.
Experimente outra vez.

Vocé certamente conhecera coisas melhores
e coisas piores do que as ja conhecidas,
mas ndo ¢ isso 0 que importa.

O mais importante é a mudanga,

0 movimento,

o dinamismo,

a energia.

S6 0 que esta morto ndo muda !

Repito por pura alegria de viver:
a salvagio é pelo risco, sem o qual a vida nio

vale a pena!!!!

(Clarice Lispector)
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RESUMO



O objetivo do presente estudo foi determinar o efeito do tratamento sistémico de longa
duragdo com hormdnios gonadais sobre o limiar nociceptivo basal (experimento I) ¢ o efeito
antinociceptivo dos agonistas opidides W e k injetado icv (experimento II) em ratos machos e fémeas
gonadectomizadas. O teste algesimétrico usado foi o teste de formalina e as respostas
comportamentais foram analisadas como descrito por Coderre e cols (1993), indice de dor 1 (ID1), e
Watson e cols (1997), ID2. Segundo estes autores, o ID2 é menos variavel e mais especifico para
comportamentos nociceptivos. O ID2 pode, portanto, ser um melhor indice para detectar diferengas de
género, as quais tendem a ser sutis e variaveis.

No experimento I, machos (250 g) e fémeas (200 ) de ratos Wistar foram anestesiados com
tiopental (50mg/Kg, ip) e suas gdnadas removidas. Um dia depois da cirurgia, as fémeas foram
divididas em 4 grupos de 24 ratas cada e injetadas com 1ug estradiol (E), 1 mg progesterona (P), 1 mg
P + 1 pg E (P+E) ou 0,1 ml de 6leo vegetal (OF) como controle. Os machos foram divididos em dois
grupos de 24 ratos e injetados com 250 pg testosterona (T) ou 0,1 ml éleo (OM) como controle. O
volume injetado foi 0,1 ml por animal, sc, em intervalos de 48 h durante 14 dias. No 14° dia, cada
animal foi avaliado no teste de formalina e as rea¢Ges comportamentais para o estimulo nocivo foram
avaliadas durante a primeira fase (primeiros 10 min) e10 min mais tarde, durante a segunda fase (por
30 min). Foram construidas curvas de dose-resposta para o estimulo nocivo usando formalina 1%, 2%
e 5% (0,05 ml sc na superficie plantar da pata posterior direita). Fémeas foram mais sensiveis do que
os machos para formalina 2% e 5%, elas foram também mais sensiveis para dose aplicada, embora os
machos tenham sido mais responsivos na dose de 1%. Nas fémeas, o tratamento combinado P+E
aumentou o ID1 e o ID2, comparado ao grupo controle, com formalina 1% e 2% embora este efeito
tenha sido significante somente quando o ID2 foi medido. Os animais tratados com E ou P nfo
manifestaram comportamento diferente do grupo O. Os hormédnios femininos estradiol e progesterona
atuam sinergicamente para aumentar a sensibilidade no teste de formalina. O efeito foi melhor
observado com estimulo nocivo de baixa intensidade o que sugere uma discreta participacdo destes
horménios no processamento nociceptivo. T, nos machos, tendeu a aumentar a resposta para dor na
formalina 5%.

No experimento II, machos (250 g) e fémeas (200 g) ratos Wistar foram anestesiados com
xilazina (10 mg/Kg, im) e tiopental (50 mg/Kg, ip), colocados no aparelho estereotaxico e uma canula
guia foi implantada no ventriculo lateral direito. Suas gonadas também foram removidas. Um dia
depois da cirurgia, as fémeas foram divididas em 4 grupos de 24 ratas e injetadas com 1 pg E, 1 mg P,
1 mg P+ 1ugE (P+E) ou 0,1 ml 6leo vegetal (OF) como controle. Os machos foram divididos em
dois grupos de 24 ratos e injetados com 250 pg testosterona (T) ou 0,1 ml 6leo (OM) como controle.
O protocolo para os tratamentos hormonais e o teste de formalina foi similar ao experimento I exceto
que somente formalina 5% foi injetada. Além disto, 5 min antes do teste de formalina, cada animal
recebeu uma microinje¢io icv de 0,5 pl de DAGO (2pg) ou (-)U50488 (50ug) ou salina (0,9% Na C1).
Fémeas tratadas com P sozinho ou em combinag¢io com E (P+E) foram mais sensiveis para o efeito
analgésico do agonista p (DAGO) mas somente na primeira fase da resposta a formalina (o ID1 foi
similar ao ID2). Todavia, uma forte analgesia independente do tratamento hormonal foi observada na
segunda fase. O agonista k (U50488) também reduziu a resposta comportamental para formalina com
um grande efeito no grupo P+E na primeira fase. Este mesmo grupo foi também o menos responsivo
para o U50488 na segunda fase, sugerindo uma modula¢io diferencial da analgesia opidide por
horménios gonadais dependendo do tipo de dor (nociceptiva ou inflamatéria). Ratos machos foram
mais sensiveis para o DAGO do que as fémeas independente do estado hormonal.



ABSTRACT



The aim of the present studies was to determine the effect of long-term systemic
treatment with gonadal hormones on the basal nociceptive threshold (experiment I) and on the
antinociceptive effect of a p and a x opioid agonist injected icv (experiment II) in
gonadectomised female and male rats. The algesimetric test used was the formalin test and the
resulting behavioural responses were analysed as described by Coderre et al. (1993), the
nociceptive index 1 (NI1), and Watson et al. (1997), NI2. According to the latter authors, NI2
is less variable and more specific for nociceptive behaviours. NI2 should, therefore, be a better
index for detecting gender differences, which tend to be subtle and variable.

In experiment I, male (250 g) and female (200 g) Wistar rats were anaesthetised with
thiopental (50 mg/Kg, ip) and their gonads removed. One day after this surgery, the females
were divided into 4 groups of 24 rats each and injected with either 1 pg oestradiol (E), 1 mg
progesterone (P), 1ng E + 1 mg P (P+E) or 0.1 ml vegetable oil (OF) as a control. The males
were divided into two groups of 24 rats and injected with 250 pg testosterone (T) or 0.1 ml oil
(OM) as a control. The volume injected was 0.1 ml per animal, sc, at 48 h intervals for 14
days. On the 14th day, each animal was tested with the formalin test and the behavioural
reactions to the noxious stimulus were assessed during the 1st phase (first 10 min) and 10 min
later, during the 2nd phase (for a further 30 min). Dose-response curves to the noxious
stimulus were constructed using formalin at 1%, 2% and 5% (0.05 ml sc in the plantar surface
of the right hindpaw). Females were more sensitive than males to 2 and 5% formalin, they
were also sensitive to the dose applied, whereas the male rats were already maximally
responsive at the 1% dose. In female rats, the combined treatment P+E increased the NI1 and
the NI2, compared to the control group, with 1% and 2% formalin although this effect was
significant only when NI2 was measured. Animals treated with E or P did not behave
differently to the O group. The female hormones oestradiol and progesterone act
synergistically to increase pain sensitivity in the formalin test. This effect was best observed
with low intensity noxious stimulation which suggests a discrete role of these hormones in
nociceptive processing. T, on the other hand, tended to increase the pain response to 5%
formalin in the males. '

In experiment II, male (250 g) and female (200 g) Wistar rats were anaesthetised with
xylazine (10 mg/Kg, im) and thiopental (50 mg/Kg, ip), placed in a stereotaxic frame and
- implanted with steel guide cannulae in the right lateral ventricle. Their gonads were also
removed. One day after this surgery, the females were divided into 4 groups of 24 rats each
and injected with either 1 pg E, 1 mg P, 1ug E + 1 mg P (P+E) or 0.1 ml vegetable oil (OF) as
a control. The males were divided into two groups of 24 rats and injected with 250 pg
testosterone (T) or 0.1 ml oil (OM) as a control. The protocol for hormonal treatments and the
formalin test were similar to experiment I except that only 5% formalin was injected. In
addition, 5 min before the formalin test, each animal received a 0.5 pl icv microinjection of
either DAGO (2 pg) or (-)U50488 (50 pg) or saline (0.9% NaCl). Females treated with P
alone or in combination with E (P+E) were more sensitive to the antinociceptive effect of the
p agonist (DAGO) but only in the 1st phase of the response to formalin (NI1 was similar to
NI2). However, a hormone-independent stronger analgesia was observed in the 2nd phase.
The x agonist (U50488) also reduced the behavioural responses to formalin with a greater
effect on the P+E group in the 1st phase. Interestingly, this same group was also the least
responsive to U50488 on the 2nd phase, suggesting differential modulation of opioid
analgesia by gonadal hormones depending on the type of pain (nociceptive or inflammatory).
Male rats were more sensitive to DAGO than females independently of their hormonal status.
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1. Consideragdes Gerais:

A sobrevivéncia de um individuo depende de muitos fatores externos e internos,
incluindo cdndig:ﬁes ambientais, disponibilidade de nutrientes, habilidade para prevenir
invasiio de microorganismos e a presen¢a de um perfeito sistema reprodutivo operante que
permita a reproducdo do individuo e a perpetuagido da espécie e, por fim, sistemas que
permitam ao individuo interagir com seus semelhantes € com o meio ambiente em que ele
vive.

O comportamento reprodutivo, como todas as formas de comportamento, depende da
plasticidade do desenvolvimento do cérebro. A variedade de comportamentos € geneticamente
determinada, mas os comportamentos i)aniculares resultam das interagdes entre os organismos
em desenvolvimento e o ambiente.

Machos e fémeas diferem em muitos aspectos anatomicos, fisiologicos e
comportamentais, ¢ este dimorfismo sexual inicia-se ainda na vida intra-uterina, onde as
gonadas influenciam o ambiente hormonal do feto em desenvolvimento. Tecidos especificos
se desenvolvem ao longo de linhas sexualmente dimoérficas em resposta 8 combinagdo de
hormonios sexuais aos quais sdo expostos (Genuth, 2000b).

A transi¢do do estado ndo reprodutor para reprodutor depende da maturagio do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadico. Esta maturagdo ocorre gradualmente durante o
desenvolvimento. Os horménios hipotalamicos regulam a secre¢do dos hormodnios
hipofisarios LH ¢ FSH. O horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante
(FSH) sdo glicoproteinas que atuam modulando o desenvolvimento, o crescimento, a
maturagio, os processos de reprodugio e a secre¢do dos horménios sexuais nas génadas. A

regulagio da secre¢do de LH e FSH ocorre de modo pulsatil, periddico, ciclico e relacionado



ao estagio da vida. A secre¢do de LH e FSH ¢ estimulada pelo horménio hipotalamico
denominado de horménio liberador do hormoénio luteinizante (LHRH ou GnRH, horménio
liberador de gonadotrofinas). Os horménios esteréides gonadicos, testosterona nos machos e
estradiol e progesterona nas fémeas sio os mais importantes' horménios sexuais e sua
regulagdo é diferente nos machos e nas f€émeas (Genuth, 2000a e 2000b).

Nos machos, com a aproximag3o da puberdade, ocorre um padrio pulsatil amplificado
do LHRH e a relagdo de LH ¢ FSH sobe a medida que aumenta a freqii€éncia dos pulsos e
aumenta a responsividade das células gonadicas. Os niveis de testosterona aumentam
bruscamente e inicia-se o processo de maturacio dos 6rgdos € processos reprodutivos, bem
como as caracteristicas masculinas fisicas e comportamentais da vida adulta, até atingir o
climatério (andropausa) onde ocorre um declineo gradual na responsividade gonddica a
estimulagio pela gonadotropina (Genuth, 2000b).

Nas fémeas, com a chegada da puberdade ocorre um padrﬁd pulsatil hormonal, porém,
diferente dos machos. As fémeas desenvolvem episddios ciclicos de duragdo variavel
dependendo da espécie. Nas mulheres este ciclo ¢ mensal, a0 passo q1\1e nas ratas estas
alteragBes hormonais ocorrem a cada quatro ou cinco dias. Nas fémeas também ocorrem
dramaticas alteragSes hormonais durante a gestacdo, parto e amamentagdo. Estas alteragdes
hormonais podem ocorrer enquanto a fémea possui capacidade reprodutiva plena e normal.
No fim da vida reprodutiva, semelhante a0 que acontece no macho, ocorre diminuigéo da
responsividade hormonal nas fémeas (menopausa) e em ambos 0s sexos uma continua

retroalimentagdo negativa resulta em niveis plasmaéticos elevados de gonadotrofinas (Genuth,

2000b).



2. Hormonios Gonadais e os Ciclos Menstrual e Estral:

Os hormdnios gonadais naturalmente flutuam através do ciclo menstruai feminino e o

analogo para o ciclo menstrual humano nos roedores € o ciclo estral (ver figura).

2.1. Ciclo Menstrual:

Os hormonios .gonadotrépicos FSH ¢ LH secretados pela hipéfise controlam o ciclo
menstrual feminino (Genuth, 2000b). Depois da menstruagdo, na fase foiicular' do ciclo, FSH
e LH si3o secretados constantemente em niveis baixos ou moderados. Nesta fase ainda, o
estradiol gradualmente aumenta com um pico anteﬁor a ovulagdo enquanto a progesterona
permanece niveis em baixos aumentando ligeiramente até a metade do ciclo.
Aproximadamente um dia antes da ovulag@io, os altos niveis de estradiol exercém uma
retroalimentagfo positiva sobre o LH e o FSH e estes aumentam dramaticamente, levando a
ruptura do foliculo. Depois da ovulagdo, forma-se o corpo liteo, que secreta grandes
quantidades de estradiol e progesterona durante a chamada fase lutea. O pico de progesterona
ocorre no meio da fase litea ao passo que o do estradiol ocorre antés da ovulag@o. Os niveis
aumentados de estradiol e progesterona fornecem a retroalimentagdo negativa para o
hipotalamo e a hipéfise, resultando na diminui¢o da secregfio de LH e FSH ao longo da fase
litea. Devido a degenerac@o do corpo liteo € a menstruagdo, a secregdo diminuida de estradiol
e progesterona remove, neste momento, a retroalimentacfo negativa da hipdfise, permitindo o

aumento da secregio de LH e FSH, iniciando um novo ciclo ovariano (Genuth, 2000b).
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2.2. Ciclo Estral:

O ciclo reprodutivo da rata ndo ¢ sazonal, de ovulagio esponténe~a e poliéstrica (Long e
Evans, 1922; Freeman, 1994). A lunlinosidade periddica tem um papel relevante na incidéncia
e duragio dos estagios do ciclo ovariano. Cada ciclo estral dura dé quatro a cinco dias e é

dividido em:

Proestro: tem duracio de 12-14 horas, durante este periodo ocorre pico do horménio -

luteinizante (LH), horménio foliculo estimulante (FSH), estradiol, e na fa;e tardia depois da
ovulacdo ocorre um pico de progesterona. Nesta fase ocorre 0 estro comportamental (cio).

Estro: tem duragfo de 25-36 horas e no inicio estradiol e progesterona ainda estdo
elevados e LH e FSH est3o em baixos niveis.

Diestro 1 ou metaestro: tem duracdo de 6-8 horas, neste periodo a progesterona esta
elevada em fungio do corpo luteo deste ciclo, enquanto que os niveis de estradiol e LH estdo
baixos e inicia-se o desenvolvimento dos foliculos do proximo ciclo.

~ Diestro II: duracdo de 24-36 horas, os niveis de progesterona estdo mais baixos
enquanto que os niveis de estradiol estdo aumentando com o .desenvolvimento dos foliculos.

O periodo pré-ovulatorio do ciclo estral € caracterizado pelo crescimento dos foliculos
ovarianos e concomitante élevag:ﬁo da secrecdo de estradiol, este aumento € continuo através
do di&strd 2 e proestro para alcangar valores de pico no meio do proestro. A semelhanca da
muther, o horménio luteinizante (LH) € secretado de modo pulsatil e os pulsos sdo
desencadeados aﬁnivel hipotaldmico pelo LHRH dentro do sistema porta hipofisario que
abastece a hipofise. Durante o ciclo estral ocorre retroalimentagdo positiva e negativa do LH
dependendo dos hormdnios gonadais. O LH est4 baixo do final do estro até inicio do proestro

como resultado da.secre¢io de estradiol e progesterona secretados pelo foliculo ovariano,

sendo que o estradiol ¢ mais potente para inibir a secre¢do de LH. A concentragdo de estradiol

7



até um determinado limiar durante o diestro € inibitoria. Logo apos, no proestro, os niveis de
estradiol elevam-se e este é o estimulo positivo para secregfﬁo de LH induzindo a ovulagio. Se
ocorrer a fecundagdio, a fase litea persiste pelo periodo de prenhez de 20-22 dias e o corpo
- lateo proporciona o equilibrio necessario dos esterdides gonadicos, que otimizam as condigdes
para implantagfio do 6vulo fertilizado e a subseqiiente manutengdo do zigoto, embrides e fetos.
Na auséncia de fertilizagdo o évulo desintegra-se e um novo grupo de odcitos intrafoliculares
iniciam a maturagdo no proximo proestro quatro dias mais tarde. Né rata ndo acasalada o
.. corpo luteo persiste morfologicamente por 12-14 dias e € referido como nfo funcional, pois
ndo secreta suficiente progesterona para apoiar a rea¢do de descamacgio do endométrio, nio

ocorréndo menstruacio (Long e Evans,1922; Freeman, 1994).

2.3. Fun¢io nio reprodutiva dos Horménios Gonadais:

Além de seus efeitos na maturagdo sexual e reproducio, os horménios gonadais tém
numerosos efeitos sobre o cérebro, comecando durante a fase embriondria € continuando
durante a idade adulta (Pilgrim ¢ Hutchinson 1994; McEwen e Alves 1999).

Muitas destas agdes também envolvem areas do cérebro que ndo estdo envolvidas
primariamente com a reprodugdo, como né processo de memc')rié e suas alteragGes durante o
envelhecimento e doengas neurodegenerativas. Por exemplo, estudos mostram que terapia de
reposi¢do hormonal com estrégenos induz a expressdo das enzimas de sintese da acetilcolina
-nos neurdnios da parte basal do ‘cérebro que inervam o cortex cerebral e o hipocampo,
participando do aprendizado e da memoria (ver Ga;cia—Segura e cols, 2001). Estudos clinicos
- e experimentais apontam para um papel de neuroprotecdo do estradiol, sugerindo- que o
estradiol diminui o risco e progressdo da doenca de Alzheimer e esquizofrenia e pode melhorar

_arecuperagdo de injurias neurologicas traumaticas (ver Garcia-Segura e cols, 2001).



Estudos realizados em camundongos, ratos e em humanos indicam que os esterdides
gonadais t€ém também um importante papel na modulagdo da dor. Assim, estudos sobre os
mecanismos da dor, bem como tratamentos na prética clinica humana e veterinaria devem
agora considerar as diferengas de sexo nos mecanismos neurais mediando dor e analgesia (ver

Unruh, 1996; Fillingim e Ness, 2000 e Garcia-Segura e cols, 2001).

3. Diferencas sexuais na resposta a dor:

Varios -estudos clinicos e em animais de -experimentacdo mostram que existem
diferen¢as no limiar nociceptivo entre individuos de sexos diferentes. Machos apresentam
limiares a dor mais altos que as fémeas da mesma espécie em teste de dor aguda (limiar de
escape, ‘jump threshold’ ou ‘jump test’), reagdo de éscapé a0 choque elétrico nas patas
(Kepler e cols, 1989). No entanto, no teste de retirada da cauda, (‘taﬂ-ﬂick’) um reflexo
espinhal o qual é realizado mediante a aplicagdo de um estimulo térmico de 50-55°C na cauda,
os machos reagiram mais répido do que as fémeas (Forman e cols, 1989; Kepler e cols, 1989;
Molina e cols, 1994). No teste de formalina, um modelo de dor mais persistente, onde foram
avaliados duracio de lambedura, flexdo e ﬁ'eqﬁéncia de sacudidas na pata injetada com 50 pl
de formalina 10% sc, também foram observadas diferencas sexuais. O estimulo nocivo resultou
em mais tempo de lambedura e flexdo (mais dor) nas fémeas do que nos mach;>s, enquanto que
a freqiiéncia de sacudida foi semelhante em ambos os sexos (Aloisi e cols, 1994).

No teste de escape que avalia dor fasica através de estimulos eletrocutaneos; -a
amplitude da flexdo do membro, laténcia, e vocalizagdo variaram durante o ciclo estral, sendo
que as ratas foram mais sensiveis durante o ‘proestro e diestro. Todavia, o ciclo estral ndo
alterou comportamentos nociceptivos provocados pela fonnaliﬁa a 1% (Vincler e cols, 2001).

Na clinica médica as mulheres apresentam maior incidéncia de dor crénica com sindromes



degeherativas como a fibromialgia, associadas a um limiar menor e mais pontos de dor, quando
comparado com os homens. Os dados foram obtidos através de escores de dolorimetria em
391 pessoas na populagdo em geral, subdivididos em cinco grupos de acordo com a sua dor
(Wolfe e cols, 1995). Nas mulheres ocorre maior incidéncia de doengas autoimunes, como
artrite reumat(')ide;b elas relatam significativamente mais pontos de dor, dor mais intensa, mais
freqiiente e de longa duragdo, em uma variedade de desordens como dor de cabega, dor
~orofacial, dor musculoesquelética, dor abdominal e dor primariamente de origem psicolégica.
-Muiheres apresentam um maior risco de incapacidade relacionada com a dor e mais atividades
‘associadas com os cuidados com a saude (Unruh, 1996). Em um estudo que avaliou a relagﬁo.
entre 0 sexo e dor clinica na resposta de dor experimental (em f/l7 mulheres e 92 homens
adultos jovens saudaveis) através de questionarios relatando sintomas relacionados com a dor
nos meses que antecederam o estudo e depois submetidos a avaliagdo para dor térmica, as
mulheres apresentaram um grande numero de pontos de dor e mais cuidados com a satide nos
meses que precederam a sessdo experimental. Neste estudo as mulheres apresentaram
significativamente menor limiar parzi ;:alor, dor térmuca e tolerancia & dor térmica e estas
diferencas permaneceram significantes depois de corrigidos fatores psicoloégicos como
hipervigilancia e expectativa do papel sexual (Fillingim e cols, 1999). Em ratos jﬁ foi mostfado
que as fémeas sdo mais susceptiveis a desenvolver alodinia e hiperpatia em um modelo de
neuropatia periférica, no qual foi realizado hgadu}a do nervo ciatico; o limiar foi medido com
estimulo in6cuo usando filamentos de peso sobre a pata lesada para verificar a sensibilidade
~ mecénica (Coyle e cols, 1995) porém mostram reduzida autotomia (relacionada a nocicepgio)
em outro modelo (crioneurdlise, Wagner e cols, 1995).
Estas difereng:as sexuais podem .estar reiacionada’s a diferentes cargas de horménios

_ gonadais entre machos e fémeas, e em particular, a testosterona. Este horménio estd associado
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a maior tolerancia a dor encontrada nos machos, ﬁsto que a castragio causa redugdo no limiar
nociceptivo no teste de retirada da cauda, que pode ser revertido pela administragido de
testosterona (Forman e cols, 1989). Os mesmos efeitos foram observados na resposta da placa
quente (limiar determinado pela laténcia para lambedura ou salto na placa quente) (Forman e
cols, 1989). Nas fémeas, a remog¢do dos ovarios diminuiu o limiar para a dor no teste de
retirada: da _caudé, o qual foi revertido pelo estradiol. Na placa quente a ovariectomia diminuiu
o tempo de reacdo e o estradiol diminuiu ainda mais a laténcia (Forman e cols, 1989). Em .
outro estudo, a deple¢do de testosterona, em machos gonadectomizados, resultou em um
aumento na duragdo de flexdo da pata na resposta induzida pela formalina 5%, ao passo que
tratamento com estradiol icv aumentou a duragio de lambedura e diminuiu a freqiiéncia de
sacudida durante a dor fasica. Na segunda fase do teste, estradiol aumentou o tempo de
lambedura somente nos machos intactos (Aloisi e Ceccarelli, 2000). Fémeas tratadas com
testosterona desde o nascimento de forma a torna-las androgenizadas mostram limiares de
resposta a dor semelhanie aos machos normais no teste de imersdio da cauda (Molina e cols,
1994). Ratos fémeas mostram alteragdes no limiar nociceptivo associados a flutuagdes
hormonais, como no ciclo estral, gravidez e lactagdo, sendo que no estro, diestro I, parte do
periodo de gestagib e no periodo apds o parto ocorre maior sensibilidade & dor no teste de
retirada da cauda do que nos periodos de diestro I e proestro; na dltima fase de gestacdo (no
dia do parto) ocorre um aumento abrupto do limiar nociceptivo (Martinez-Goémez e cols,
. 1994; Cruz e cols, 1994). Em ratos, fémeas na ultima fése da gestagdo apresentam limiares
nociceptivos mais altos do que féineas nfo gestantes, quando avaliadas pelo limiar de eséape
ao choque elétrico nas patas (Gintzler, ‘1980).- Este fendmeno é modulado. por um perfil
gestacional de estradiol e progesterona (Dawson-Basoa e Gintzler, 1993) dependente dos

niveis de opidides endogenos (Sander e cols, 1988).
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4, Analgésia induzida por administracio de opidides: modulacio pelos horménios
gonadais:

A morfina é um analgésico mais potente em machos do que em fémeas (Kepler e cols
1989 e 1991). Ratos machos falso-operados mostraram significativamente maior magnitude de
analgesia do que as fémeas falso-operadas no teste de retirada da cauda apés administraéﬁo icv
de DAGO (opiodide agonista de receptor p), mas ndio de DSLT (opidide agonista de receptor
3). No entanto, no teste de limiar de escape ndo foram observadas diferengas de género para o
DAGO e DSLT (Kepler e cols, 1991). Em outro estudo, tanto a analgesia provocada pelo
nado forcado continuo quanto pelo nado for¢ado intermitente foram significativamente
menores nas fémeas do que nos machos e, em ambos os sexos, a castragdo reduziu a
magnitude das respostas para as duas formas de analgesia, mas somente nos rilachos (castrados
ou ndo) o bloqueio dos receptores opidides com naloxona reduziu a analgesia seguinte ao nado
intermitente (Bodnar e cols, 1988).

Em fémeas, a sensibilidade ao efeito analgésico da morfina durante o proestro foi
menor do que nas outras fases do ciclo estral (Vincler e cols, 2001). Da mesma forma, a
analgesia com morﬁna no teste de retirada da cauda varia com o estado reprodutivo. Em
periodos de baixa atividade secretéria ovariana (diestro) a sensibilidade € maior que quando
comparada ao proestro/estro. Porém, ratas ovariectomizadas e no periodo pos-parto
apresentaram atenuada sensibilidade & morfina (revertida por tratamento com testosterona)
quando comparadas a ratas ciclando normalmente ou falso-operadas no proestro (Banerjee e
cols, 1983). A morfina (2,5, 5 e 10 fng/Kg, iv) produziu significativa resposta analgésica
durante o diestro e pos-parto no teste de retirada da cauda, todavia no pos-parto a analgesia

foi significativamente menor em todas as doses testadas do que no diestro (Janik e cols, 1992).
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O limar para dor medido através do limiar de escape ao choque elétrico aumentou
gradualmente durante a gestagdo com aumento abrupto um a dois dias antes do parto
(Givntzlern,1980). Este fendmeno, na fémea, pode estar relacionado ao efeito dos esteroides
gonadais no nimero de receptore; opidides p que variam durante as diferentes fasés do ciclo
estral, apresentando um sigrﬁﬁcaﬁte aumento no numero destes receptores na manhg do pré-
estro e na tarde do éstro (Limonta eicols, 1989), -4 concentragéio de B-endorfina na gestac¢io e
parto (Wardlaw e Frantz, 1983) em éareas como o mesencéfalo, a amigdala e o hipotalamo.
Estudos recentes (Gear e cols, 1996 e 1999) compararam a eficacia dé dois agonistas do
receptor opidide k (nalbuﬁné e butorfanol) em aliviar a dor pds-operatoria em cirurgia de
extragdo do terceiro molar (‘dente do siso’) em homens e mulheres. Este estudo mostra que
mulheres sdo mais sensiveis e a analgesia induzida nelas por estes agentes é também mais
prolongada. A conclusdo permitida por estes estudos ¢ que machos sdo mais sensiveis ao efeito
analgésico de agonistas p, e fémeas sdo mais sensiveis aos efeitos dos agonistas k.
 Ratos machos falso-operados e castrados apresentaram magnitude e poténcia
analgésica da morfina significativamente maior (injetada na substincia cinzenta periaquedutal
ventro lateral (SCPvD) nos testes de retirada da cauda e limiar de escape do que as fémeas,
- sendo que as fémeas no estro foram significativamente menos sensiveis para motfina do que as
fémeas ovaniectomizadas (Krzanowska e Bodnar, 1999). Machos ‘castrados _tiveram
significativa redug@io da analgesia nos testes de retirada da cauda e limiar de escape em relagio
aos machos intactos. Fémeas androgenizadés tiveram aumento na analgesia provocada pela
- morfina na SCPvl, tomando-se semelhante aos machos intactos (Krzanowska e cols, 2002). '
Em um recente estudo (Tershner e cols, 2000) mostram um circuito éeXualmente
dimérfico modulatério da dor. Em relagéo & agfo dos receptores opidides p e ¥ mbstrafam que
microinje¢do do agonista de receptor opidide képpa, U-69593, no bulbo ventro rostral reduziu
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a analgesia no teste de retirada da cauda produzido pela ativagio de receptores opidides p
localizados dentro da SCPvl, ao passo que nas fémeas o U-69593 aumentou a analgesia no
teste de retirada da cauda causado pelo DAGO na SCPvl, sugerindo nas fémeas um efeito
aditivo das drogas atuando nestes dois sitios. Liu e Gintzler (2000) mostraram que a
resp§nsividade analgésica opidide espinhal associada aos esteréides ovarianos nfo ocorre
somente nas fémeas. Tratamento de ratos machos castrados com regime de estradiol e
progesterona simulando a gestagdo, também indui analgesia em resposta ao choque elétrico
- nas patas, comparavel com a observada nas fémeas, proveniente do sinergismo entre sistemas
de receptore x/d e a2 noradrenérgico, porém, nos machos, resulta de contribuigdes

independentes de receptores opidides p e k que atuam de forma aditiva (Lia e Gintzler, 2000).

5. Testes Algesimétricos:

As diferengas sexuais encontradas no efeito analgésico dos opiéi&es e na sensibilidade a
dor também dependem do teste nociceptivo utilizado e da intensidade do estimulo nocivo. As
caracteristicas dos testes usados variam de acordo com o estimulo doloroso aplicado (térmico,
elétrico ou quimico) e da resposta medida (flexdo, lambedura, salto ou .retirada da cauda). Os
estudos da dor e analgesia tém sido investigados principalmente usando testes de dor aguda
como retirada da cauda (onde a dor é mediada a nivel espinhal) e placa aquecida ¢ salto reflexo
(mediados supraespinalmente): '

A proposta deste trabalho foi comparar machos e fémeas gonadectomizados e tratados
. com diferentes hormonios gonadais na sensibilidade a dor e analgesia por agonistas opidides pn
e K no modelo de teste de formalina. A primeira fase da resposta induzida pelo estimulo nocivo

da formalina ¢ considerada comparavel a obtida em testes que medem dor aguda (nociceptiva)
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como na retirada da cauda (‘tail flick’) enquanto que a segunda fase da resposta & formalina
resulta de dor decorrente de uma agdo inflamatoria, e portanto de caracteristicas diferentes.
O teste de formalina tem duas vantagens importantes sobre outros testes de dor:

1) E necessario pouca contengdio do animal para aplicagio do estimulo nocivo, pérmitindé
observacdo completé da resposta comportamental.

2) A _injegﬁo de fqrmalina permite a observagio das fases aguda e tonica da dor. DAur:;nte a
primeira fase da resposta a formalina — fase 1, registra-se a resposta aguda, um tipo de dor
transiente, _'_se'melhante aquelas provocadas por exposicdes breves ao calor ou choque. A dor
nociceptiva, fasica ou também denominada de aguda é causada por uma lesdo ou injiria que
ativa os nociceptores especializados em reconhecer a presenca de estimulos de alta intensidade
ou dano tecidual e ativam vias nervosas especializadas pelas quais o Sistema Nervoso Central
recebe a mformagfo. A resposta ténica é observada na segunda fase do teste de formalina. A
dor inflamatéria, persistente ou patologica, é causada por lesdes com sinais de inflamacdo com
ou sem infec¢cdo. Os sinais de inflamagdo provocam aumento da dor que podém aumentar a
sensibilidade e a responsividade para pequenos estimulos nocivos ou que antes nio causavam
dor. Envolve a sensibiliza¢do dos terminais nociceptivos p_eliféricos; facilitagdo da transmiss&o
no como dorsal e tilamo, mﬁdang:as definidas como neuroplasticidade. O componente
périférico ¢ devido a acdio de mediadores atuando nos terminais nervosos. A liberacio de K+,
bradicinina, serotonina, histamina e prostaglandina liberados perto dos terminais nociceptivos
apos a lesdo do tecido ou durante a inflamacdo produz sensibilizacdo e os nociceptores
tornam-se mais responsivos, respondendo vigorosamente ao estimulo nocivo porque seu limiar
para ativagio é meﬁor, ampliﬁcandd e sustentando a rea¢do inflamatéria e acompanhando a
ativagdo de fibras aferentes nociceptivas. Portanto dois valéres de indice de dor sdo -

registrados: o primeiro que corresponde & dor aguda ou nociceptiva, € o segundo que
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corresponde a dor tonica de origem inflamatoria € em ambas as fases a dor pode ser mediada
espinalmente e supraespinalmente.

O teste de formalina é um conveniente método para produzir e quantificar a dor, péis a
intensidade da dor ¢ inferida de categorias comportamentais objetivas facilmente distinguiveis
em cada animal do experimento. |

Neste estudo foi calculado o indice de dor segundo Coderre e cols (1993), D1, e o
indice de dor segundo Watson e cols (1997), D2, para observar se no delineamento
experimental usado poderiamos encontrar diferencas significativas entre D1 e D2. Também
verificar se a inclusdo da categoria 1 na D1 causa uma variabilidade maior como detectaram

Abbott e cols (1995) e se D2 representa maior sensibilidade e especificidade que o indice D1.

6. Justificativa:

O conhecimento detalhado das variacGes na sensibilidade a dor e ao efeito analgésico
dos opidides entre os sexos, assim como a interagio entre os niveis de hormdnios gonadais e
os sistemas dpiéides endogenos, sdo de importincia extrema na procura de melhores
fratamentos analgésicos e o aperfeicoamento daqueles ja existentes tanto em seres humanos

quanto em animais.
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7. Objetivo Geral:
Usando o rato como animal de experimenta¢io, a proposta deste trabalho foi
determinar as diferengas sexuais e a influéncia dos hormonios gonadais & dor e ao efeito

antinociceptivo da microinjegio intracerebroventricular dos agonistas opi(’)ides'(u' eK).

8. Objetivos Especificos:

1. Determinar a diferenga na sensibilidade a dor no teste algesimétrico da formalina (em
trés doses diferentes) entre machos e fémeas de ratos gonadectomizados e-tratados a longo
prazo com diferentes horménios gonadais (estradiol e progesterona em fémeas e testosterona
em machos).

2. Verificar o efeito de microinjecdio icv de agonistas opidides (n, DAGO e x, (-)
U50488) em machos e fémeas de ratos gonadectomizados e tratados a longo prazo com
diferentes horménios gonadais (estradiol e progesterona em fémeas e testosterona em machos)

para determinar a diferente sensibilidade ao efeito analgésico destes peptideos.
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1. Animais:

Foram utilizados ratos albinos da espécie Rattus norVegicus, tipo Wistar, de ambos os
sexos; as fémeas com peso de 180 a 220 g e os machos 220 a 260 g. Os animais foram
mantidos em grupos de quatro por caixa (40 x 30 x 15 cm), no biotério setorial do
‘departamento de Ciéncias Fisiologicas, com dgua e racdo ad libitum. A iluminagéo foi mantida
artificialmente através de lampadas ﬂuorescentés com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, o
periodo de escﬁro iniciando-se as 19 horas. |

Cada animal foi submetido uma tnica vez ao teste de formalina, para minimizar o
sofrimento do mesmo, de acordo com os principio; éticos de experimentagdo animal
preconizados pelo COBEA (1991). |

Apos o teste de formalina, os animais foram imediatamente, ou até um periodo maximo
de 48 horas, sacrificados com superdose de tiopental. Os animais ndo sacrificados logo apos o
teste, receberam acido acetil salicilico (Melhoral infantil, Sanofi Winthrop Farmacéutica Ltda.)
por via oral na dose de 2 mg/0,3 ml de agua destilada, por animal.

Todos os animais foram fornepidos pelo Biotério Central da Umiversidade Federal de
Santa Catarina. Os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina CEUA, n° de protocolo 23080-

001091/2001-42.
2. Protocolos Experimentais:

2.1. Experimento I:
Efeito dos Hormdnios Gonadais na Sensibilidade a Diferentes Concentracdes de

Formalina:
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2.1.a. Fémeas:

Foram utilizadas 96 fémeas castradas e tratadas com horménios gonadais, divididas em
trés grupos de 32 animais. Cada grupo foi sﬁbmétido ao teste algesimétrico de formalina na
corlxcentragﬁorde 1%, 2% ou 5%. Cada grupo foi subdividido aleatoriamente em 4 subgrupos
de 8 ratas e cada subgrupo recebeu um tratamento hormonél, conforme éegue: :

1) Grupo O: 0,1 ml, de 6leo vegetal, sc, como controle.

2) Grupo E: 1 pg de hexahidrobenzoato de %tr@ol (Benzoginoestrili AP, SARSA),
dissolvido em 0,1 ml de 6leo vegetal, sc. |

3) Grupo P: 1 mg de progesterona (SIGMA) dissolvida em 0,1> ml de propilenoglicol,
SC.

4) Grupo P + E: 1 mg/0,1 ml de progesterona + 1 ug/0,1 ml de estradiol, sc.

Todas as injegdes foram aplicadas em intervalos de 48 h, sempre as 1r6:00 h comegando

um dia apds a cirurgia e terminando 14 dias depois (7 doses) na véspera do teste de formalina.

2.1L.b. Machos:
Foram utilizados 48 machos caétrados e tratados com horménios gonadais, divididos em trés
grupos de 16 ammals Cada grupo foi submetido ao teste algesimétrico de formalina em
conént;mﬁo de 1%, 2% ou 5%. Cada grupo foi subdividido aleatoriamente em 2 subgrupos
de 8 ratos e cada subgrupo recebeu um tratamento hormonal, conforme segue:

1) Grupo O: 0,1 ml de 6leo vegetal, sc, como controle.

2) Grupo T: 250 pg de testosterona (Durateston, Organon) diluido em 0,1 ml de dleo
vegetal, sc.

As inje¢des foram aplicadas conforme descrito no item 2.1.a.
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2.2, Experimento II:

Efeito dos Horménios Gdnad'ais na Analgesia Opidide:

2.2.a. Fémeas:

Foram utilizadas 96 fémeas castradas e submetidas a cirurgia estereotaxica (item 3.3.),
divididas aleatoriamente em trés grupos de 32 animais. Cada grupo foi subdividido em 4
grupos de 8 animais e cada subgrupo recebeu o tratamento hormonal conforme item 2.1.a.
Cada subgrupo recebeu microinje¢do intracerebroventricular de um agonista opidide
(u=DAGO ou k=(-)U 50488) ou salina (controle) e foi submetido ao Iteste de formalina 5%.

O teste de formalina foi realizado usando concentragdo de 5% porque quando esta
concentracio foi usada no experimento I a maioria dos animais nio apresentou diferenca

signtficativa na sensibilidade a dor nos diferentes tratamentos hormonais.

2.2.b. Macheos:

Foram utilizadas 48 ma;:h.o.s- castrados e submetidos a cirurgia estereotaxica (item 3.3.),
divididos aleatoriamente em trés grupos de 16 animais. Cada grupo foi subdividido em 2
grupos de 8 animais e cada subgrupo recebeu o tratamento hormonal conforme item 2.1.b.
Cada subgrupo recebeu microinjegdo intracerebroventricular de um agonista opidide

(1=DAGO ou x=(-)U 50488 ou salina (controle) e submetido ao teste de formalina 5%.
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3. Cirurgias:

3.1. Ovariectomia:

Ovariectomias foram realizadas sob anestesia com Tiopental sédico 50 mg/kg, ip
(Thionembutal, Laboratério Abbott), sob adequadas condigdes de assepsia. As: castragdes
foram realizadas através de abordagem abdominal -dorso-lateral apés ligadura dos vasos,
isolamento e remogdo dos ovarios e gordura ovariana. A sutura interna das CME!S
musculares foi continua com fio de algodéo e a sutura externa da pele com pontos isolados e
fio de algoddo. Apos este procedimento, na incisdo, foi aplicado solu¢@io de iodo povidona

(Povidine, Johnson) para evitar infec¢do no local.

3.2. Orquiectomia:

Orquiectomias foram realizadas sob anestesia com Tiopental sédico 50 mg/kg, ip
(Thionembutal, Laboratorio Abbott), sob adequadas 'condjgx”)es de assepsia. As castragdes
foram realizadas através de inciso de 2l c¢m na regido -central escrotal, apos ligadura dos vasos
e remogdo dos testiculos e gordura testicular. A sutura externa foi realizada com pontos

isolados e fio de algoddo, e aplicado iodo povidona para evitar infec¢do no local. -

3.3. Cirurgia Estereotaxica:

. 'O procedimento para a implantagdo de cénulas-guia foi realizado sob anestesia com
Tiopental Sédico 35 mg/kg, ip (Thionembutal, Laboratério Abbott) e Cloridrato de Xilazina.
10 mg/kg, im'(Virb.axil, Labbratc’)rio Virbac), sob adequadas condigdes de asseﬁsia _

‘ 'P"z:lra a implantagfio das canulas-guia, os ratos foram anestesiados e colocados em um

aparelho estereotaxico (Insight Equipamentos, Brasil) com a cabega fixada por intermédio de
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barras posicionadas nos condutos auditivos € incisivos supen'orest Na regido de acesso
cirtrgico ao créanio, uma inciso longitudinal foi realizada, removendo a pele, de forma a expor
a calota cranmiana. A porg¢do exposta foi raspada. Em seguida, foi marcada a posigfo para a
perfuragio e implantagio da canula-guia seguindo as coordenadas descritas no atlas
estereotaxico de Kruger e cols. (1995) de 0,4 mm posterior ao bregma; 1,5 mm a direita do
bregma e 4,5 mm ventral a superficie 6ssea. Nesta posi¢do foi feito um orificio de 1 mm de
didmetro no crénio, com auxilio de uma broca esférica de uso odontologico (Insight
Equipamentos, Brasil). Para assegurar a estabilidade do implante, parafusos de niquel-prata
_(tamanho 1,4 mm, n° 218) foram fixados a calota craniana, proximo a cénula-guia, sendo este
conjunto envolvido por acrilico autopolimerizavel (Policron), formando uma estrutura solida
capaz de resistir aos eventuais choques na gaiola.

Canulas-guia foram confeccionadas a partir de aguthas hipodérmicas (G23 Becton

Dickinson), com 0,6 mm de didmetro externo (DE) e 12 mm de comprimento.

4. Microinjecéio intracerebroventricular:

As injegBes intracerebroventriculares (icv) foram realizadas por meio de uma agulha
injetora (G30 Becton Dickinson) com 13 mm de comprimento, introduzida na canula-guia e
conectada a um tubo de polietileno (Portex; 0,28 mm DI e 0,61 mm DE) e este a uma
microseringa Hamilton de 10 pl. O volume injetado foi de 5 pl administrados em um periodo
de 60 s. O teste de formalina foi iniciado 5 min apés a injegdo icv.

Foram administradas.por via icv, as seguintes drogas, diluidas no dia do teste:

1) DAGO: (acetato, SIGMA,; agonista de receptor opidide 1) 2 ug/s. ui diluido emv

salina.
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2) (-)-U-50488: (cloreto, TOCRIS; agonista de receptor opidide jc) 50 pg/5 pl diluido
em salina.

3) Salina: 5 pl de 0,9% NaCl, como controle.

5. Teste de Foﬁnalina:

. O animal foi levado para o laboratorio 24 h antes do teste para ambientagfio. No dia do
teste o animal foi transferido a uma caixa de vidro de 30x25x40 cm por um periodo minimo de
15 minutos. Em seguida, o animal foi contido e injetado na pata posterior direita com 0,05 ml
(sc) de solucdo de 1%, 2% ou 5% de formalina em salina (0,9%) e imediatamente devolvido a
caixa de vidro para a observagfio e registro de suas reagSes a injecdo do agente nocivo.
Durante um periodo inicial de 10 minutos, registrou-se a resposta aguda (prmeira fase da
resposta a formalina - fase 1). A resposta tdnica (segunda fase do teste de formalina - fase 2)
foi medida a partir do tempo 20 minutos apds a inje¢do, que € quando esta resposta comeca a
surgir, e por um periodo de 30 minutos de observagdo. Portanto dois vaiores de indice de dor

}foram registrados: 0 primeiro que corresponde a dor aguda,A nociceptiva, e o segundo que
corresponde a dor tdnica de origem inflamatoria. O indice de dor para cada fase do teste foi
calculado através de uma média ponderada considerando-se o tempo gasto em cada um dos
comportamentos induzidos pelo agente nocivo e o tempo total de cada fase do teste. Os
coh1portamentos observados e registrados foram:

0 (zero): 0 amimal usa a pata injetada normalmente,

1 (um): o animal \g,p()ia a ponta‘dos digitos no chdo da caixa, favorecendo a pata

injetada.

" 2 (dois): o animal claramente eleva a pata e a mantém junto do corpo, sem apodia-la, e

3 (trés): o animal lambe, morde e agita a pata injetada
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O teste de formalina foi desenvolvido e apresentado por Dubuisson e Dennis (1977)
como um detalhado método para a avaliagio de respostas conxportamentais a dor o qual
permite a quantificagdio da intensidade de dor nos animais, através da atribui¢do de pesos aos
comportamentos regisirados. Coderre e cols, em 1993 avaliaram os pesos descritos por
Dubuisson e Dennis (1997), validando este método como adequado para medir a intensidade
da dor. O indice de dor, neste caso € obtido através da média ponderada do tempo gasto nas
categorias comportamentais 1, 2 e 3, as quais respectivamente sdo atribuidos pesos 1,2 e 3,
sendo que o comportamento 1 representa um grau de dor menor que o comportamento 2 e
este, por sué vez, sendo de menor intensidade que o comportamento 3.

Em 1997, Watson e cols. revisaram os pesos das categorias comportamentais
preservando a relégﬁo ordmmal de categorias e pesos, propondo uma nova quanﬁﬁcagﬁo otima
(resultado de dor composta) medindo somente categorias de dor bem definidas que sdo as
: categorias. 2 e 3, atribuindo-se pesos 1 e 2 respectivamente, somados e divididos pelo tempo
total da fase do teste.

Neste projeto foi caléulado o indice de dor segundo Coderre e cols (1993), D1, e

também o indice de dor segundo Watson e cols (1997), D2.

6. Analise ﬁistolégica:

Apos os testes, os animais foram sacrificados com superdose de tiopental, e realizada
dissecag@o por abordagem abdominal para analisar o Utero nas fémeas e prostata nos machos
como pardmetro da eficacia do tratamento hormonal. Os animais usados no experimento ‘II,
tiveram os cérebros removidos e colocados em formol/salina 1:4, durante 48 h para fixagdo.
Apbs este periodo foram realizados cortes coronais para veriﬁﬁar a correta localizagdo da

cédnula no ventriculo lateral.
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7. Analise Estatistica:
O Teste Paramétrico MANOVA, ndo pode ser usado porque os dados obtidos ndo ’
satisfizeram os quesito; de homdcedasticidade (Ho: variéncias iguais) e normalidade (Ho:
distribuicdo normal)..
A analise estatistica foi realizada usando o teste ndo Paramétrico da Mediana, que
utiliza como medida de tendéncia central a mediana, calculada dispondo os valores de D1 ou
D2 (machos e fémeas) em ordem ordinal sem considerar a origem do resultado: A mediana é o

valor em que 50% dos resultados estdo acima e 50% abaixo deste. Este teste permite analisar

com que frequéncia os resultados obtidos acima e abaixo da mediana diferem da mediana
gsperada, para aceitar ou rejeitar a hipotese nula de acordo com o nivel‘ de significancia’
previamente escolhido de 5%.

O teste de Kruskal-Wallis (KW) foi usado para analisar os postos dos dados
significativos ou com tendéncia 4 significincia no Teste da Mediana. O teste ndo-paramétrico
de KW analisa a soma de postos. Cada resultado obtido é ordenado e atribuido a ele um posto,
isto €, para cada indice de dér (machos e f8meas) sem considerar a amostra dos resultados, é
dado um posto, ao menor valor por exemplo atribui-se o posto 1, ao seguinte o posto 2, e
assim sucessivamente. Feito isto, determina-se a soma dos postos de cada amostra e de acordo
com os valores p, define-se se a hipotese nula € rejeitada ou aceita. |

Para comparar os pares de resultados obtidos entre os tratamentos hormonais, as
‘concentragc“)'es de formalina e os analgésicos opidides, utilizou-se o teste de Mann-Whitney

~com a Corre¢do de Bonferroni para o nivel de sighiﬁcﬁncia. Para .as comparac;ﬁes entre os
tratamentos hormonais esse nivel foi de p<0,00333 e para coniparar-as concentragdes de

formalina e analgesia o nivel foi de p<0,016667.
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O indice de dor D1 foi analisado separadamente do indice de dor D2.
Os resultados do Experimento I foram analisados de forma separada aos do

Experimento II.
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RESULTADOS



Experimento I:

Efeito dos Hormdnios Gonadais na Sensibilidade a Diferentes Concentracdes de

Formalina; -

Os tratamentos realizados com progesterona (P), estradiol (E), prdgesterona +
e'stradio.l (P+E), 6leo nas fémeas O (F), testosterona (T) e dleo nos machos O (M) (Fig. 1,2 e -
5A), ndo alteraram o D1 (x2=3,9800, p=0,55). O teste de Kruskal-Wallis (KW) conﬁrmoﬁ a
auséncia de efeito dos tratamentos hormonais na sensibilidade a formalina (H(5)=9,9450,
p>0,768, femeas H(3)=4,9372, p>0,1765 e machos H(1)=2,983, p>0,0870). Por outro lado, o
indice de dor D1 foi sensivel as concentragdes de formalina (x2=31,7637, p<0,00001), (Fig.
7A), sendo qué somente as f8meas foram sensiveis e a dor aumentou conforme a intensidade
do estimuio nocivo (KW, H(2)=41,2970, p<0,00001). O teste de Mann-Whitney (MW)
detectou diferenga entre 1% e 2% (Z=-2,8$47, p<0,004312), 1% e 5% (Z=-5,89, p<0,00001)
e entre 2% e 5% (Z=-3,3574, p<0,00078).

Também ndo houve diferenca na mediana do indice de dor D2 (Fig. SB) pelos
tratamentos nas fémeas e nos machos, porém ocorreu tendéncia no sentido de as fémeas serem
mais sensiveis do que os machos (Fig. 6B) (12=10,446, p>0,0636), confirmada pelo teste de
KW H(.5)=17 ,375, p<0,0038). A diferenca ocorreu entre o grupo de fémeas tratadas com P+E
e os machos tratados com 6leo (MW Z=4,71487, p<0,0000335) (Fig.. 5B), nas concentragdes
de 2% e 5% (Firg.r 3 e 4).'Os tratamentos hormonais nfio alteraram o D2 entre o grupo das
féméas (KW H(3)=5,57, P>O,1345)» e fampouco entre o grupo dos machos (KW H(1)=2,2,
p>0,1377). Nas fémeas, apesar dos tratamentos ndo causarem diferenga no indice de dor D2,

elas mostraram tendéncia do grupo P+E ser mais sensivel que o grupo 6leo correspondente nas
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concentragdes mais baixa,s‘de 1% e 2%, principalmente na primeira fase (Fig. 3A), e a dor
induziu uma resposta dependente da intensidade do estimulo  nocivo (Fig. 7) (KW
H(2)=38,2369, p<0,00001); as diferengas foram signiﬁcativas entre as concentragdes 1% e 2%
(MW=-2,4252, p<0,01153), 1% e 5% (MW=-4,8204, p<0,000601)'e 2% e 5% (MW Z=
2,7602, p<0,00577).

O sexo, independente dos tratamentos hormonais, ndo alterou a mediana do D1 (Fig.
6A, x2=1,5631, p>0,2112 e KW H(1)=1,5745, p>0,2096). No entanto, quando a meciiana do
- D2 (Fig. 6B) foi analisada esta mostrou diferenca entre os sexos, sendo que as fémeas
manifestaram mais dor (%2=6,6748, p<0,0098), confirmado pelo teste de KW (H(1)=8,9643,
p<0,0028).

As fases foram diferentes ehtre os grupos. Na fase 2 (Fig. 8A), o indice de dor D1 foi
maior que o da primeira fase tanto nas f8meas como nos machos (42=66,1537, p<0,00001;
KW H(1)=71,3161, p<0,00001; fémeas KW H(1)=58,1027, p<0,00001, machos KW
H(1)=12,7120, p<0,00004). Na segunda fase, na concentragio de 2%, no grupo P+E o D1 foi
significativamente maior que o grupo O(M) (Fig. 1Be 2B) (MW Z=3,1330, p<0,001730). Da
mesma forma (Fig. 8B), na segunda fase do teste de formalina o D2 foi maior que na primeira
fase (32=18,0034, p<0,00001), confirmada pelo KW (H(1)=19,9007, p<0,00001). A diferenca
no D2 entre as fases ocorreu somente nas fémeas, como mostra a soma dos postos na tabela 2
(KW H(1)=35,009, p<0,00001). As tabelas 1 e 2 mostram os resultados analisados pelo teste .
de Kruskal-Wallis e resumem os achados éxperimentais.

Nos machos, as diferentes concentragdes de formalina ndo 'alt’ergram o D1 (KW
H(2)=3,7025, p>0,1571) (Fig. 2A e 2B) e nio alteraram o D2 (KW H(2)=3,8853, p>0,1433)
(Fig.4A e 4B), porém, na concentragio de 1%, um estimulo de baixa intensidade, os machos
manifestaram maior sensibilidade do que as fémeas. Medido pelo D1 e D2, o tratamento comT
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tendeu a sensibilizar os animais para estimulos de alta intensidade como na formalina 5% (Fig.

2e4).
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Figura 1

Efeito dos horménios gonadais na sensibilidade a diferentes concentragdes
de formalina em fémeas ovariectomizadas. (A) Primeira fase da resposta a
formalina. (B) Segunda fase da resposta a formalina. Cada ponto das curvas
dose-resposta representa a média +/- erro padrdo do indice de dor D1, n=8

para cada média.
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Figura 2

Efeito dos hormonios gonadais na sensibilidade a diferentes concentragdes
de formalina em machos orquiectomizados. (A) Primeira fase da resposta a
formalina. (B) Segunda fase da resposta a formalina. Cada ponto das curvas
dose-resposta representa a média +/- erro padrdo do indice de dor D1, n=8
para cada média.
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Figura 3

Efeito dos hormdnios gonadais na sensibilidade a diferentes concentracdes
de formalina em fémeas ovariectomizadas. (A) Primeira fase da resposta a
formalina. (B) Segunda fase da resposta a formalina. Cada ponto das curvas
dose-resposta representa a média +/- erro padréo do indice de dor D2, n=8
para cada média.
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Figura 4

Efeito dos hormdnios gonadais na sensibilidade a diferentes concentragdes
de formalina em machos orquiectomizados. (A) Primeira fase da resposta a
formalina. (B) Segunda fase da resposta a formalina. Cada ponto das curvas
dose-resposta representa a média +/- erro padrdo do indice de dor D2, n=8
para cada média.
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Efeito dos horménios gonadais na sensibilidade ao teste de formalina em
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Efeito da concentracdo de formalina no indice de dor em ratos
gonadectomizados e tratados com terapia hormonal susbstitutiva. (A) Indice
de Dor D1. (B) Indice de dor D2. Cada ponto representa a mediana +/-
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TABELA 1: Soma dos postos dos resultados pelo Teste de Kruskal-Wallis do indice de dor
D1 no experimento I em relacdo ao sexo, tratamento hormonal, concentragdo de formalina e as
fases.

VARIAVEIS FEMEAS E MACHOS FEMEAS MACHOS
SEXO 28580 (1) 13036
TRATAMENTO HORMONAL

P 65625 4261 .

E 73435 4747 -

P+E 8209,5 (2) 5283,5 u

O(F) 64645 4261 -

T 7155 - 2561,5
o(M) 5881 - 20945
CONCENTRACAO DE FORMALINA

5% 17432 (3) 8054 (4) 1770,5 (5)
2% 13678,5 6435 1342

1% 10105,5 4039 15435
FASES

1 148405 6329.5 1841,5

2 267775,5 (6) 12180.5 28145

Os dados da tabela 1 mostram que ocorreram diferengas entre os seguintes resultados:

1. As fémeas tenderam a sentir mais dor do que os machos.

2. Na classificacdo geral dos resultados, as fémeas tratadas com P+E mostraram uma tendéncia a apresentar
mais dor do que os machos tratados com 6leo.

3. As diferentes concentragdes de formalina alteraram significativamente o indice de dor, sendo que, de modo
geral 5%>2%>1%.

4. As fémeas foram sensiveis a intensidade do estimulo nocivo, e apresentaram diferengas significativas com
5%>2%>1%.

5. Os machos tenderam a ser sensiveis ao estimulo nocivo de maior intensidade (5%).

6. Na segunda fase, machos e fémeas tiveram significativamente mais dor que na primeira fase.

38



TABELA 2: Soma dos postos dos resultados pelo Teste de Kruskal-Wallis do indice de dor
D2 no experimento I em relagdo ao sexo, tratamento hormonal, concentra¢do de formalina e

fases.

VARIAVEIS FEMEAS E MACHOS

FEMEAS MACHOS
SEXO 29738.5 (1) 11877,5
TRATAMENTO HORMONAL
P 6642,5 4610,5 .
E 7371 4410 -
P+E 8612,5 (2) 5364,5 -
O(F) 7112,5 4143 -
T 6520,5 - 2530,5
oM) 5357 - 2125,5
CONCENTRACAO DE FORMALINA
5% 16790 (3) 7924.5 (4) 1640,5
2% 13743 6520 1302
1% 11083 4083.5 1713,5 (5)
FASES
1 17656 (6) 6983,5 2440
2 23960 11544,5 (7) 2216

Os dados da tabela 2 mostram que ocorreram diferengas entre os seguintes resultados:
1. As fémeas manifestaram significativamente mais sensibilidade do que os machos.

2. Na classificagdo geral dos resultados, as fémeas tratadas com P+E mostraram tendéncia a mostrarem mais

dor do que as fémeas e os machos tratados com oleo.

3. As diferentes concentra¢des de formalina alteraram o indice de dor, sendo que, de modo geral D2 foi

5%>2%>1%.

4. As fémeas foram sensiveis a intensidade do estimulo nocivo, e apresentaram diferengas significativas sendo

que 5%>2%>1%.

9 th

Os machos foram mais sensiveis ao estimulo de baixa intensidade (1%>2%).
Na primeira fase, os animais manifestaram dor menor que na segunda fase.

7. As fémeas mostraram significativamente mais dor na segunda fase do que na primeira fase.
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Experimento II:

Efeito dos Horménios Gonadais na Analgesia Opidide.

Os tratamentos hormonais realizados com progesterona (P), estradiol (E), progesterona
+ estradiol (P+E), 6leo nas fémeas O(F), testosterona (T) e 6leo nos machos O(M) tiveram
efeito significativo no D1 entre as fémeas e os machos (Fig. 11A), (32=32,5000, p<0,00001;
KW H(5)=47,8843, p<0,00001), sobre a analgesia produzida pelos opidides DAGO e U-
50488 e o controle salina. Porém, entre os grupos das fémeas ndo houve alteracdo no D1
(KW, H(3)=2,7931, p>0,4246) e tampouco entre o grupo dos machos (KW, H(1)=2,3503,
p>0,1253). As diferengas ocorreram entre os grupos que receberam os seguintes tratamentos:
P+E e T (MW Z=4,0056, p<0,000062), P+E e O (M) (MW Z=5,7936, p<0,00000070, P e O
(M) (MW Z=4,3798, p<0,000012), P e T (MW Z=3,2106, p<0,00133), O (F) e O (M) (MW
Z=4 38889, p<0,000006), E e O (M) (MW Z=4,2667, p<0,00005), como mostrado na tabela 3.

Da mesma forma foi alterado o indice da dor D2 (Fig. 11B) (¥2=20,2370, p<0,0011) e
(KW, H(5)=25,0186, p<0,0001). No D2 (Tabela 4) a diferenga na dor manifestada ocorreu
entre os grupos P+E e T (MW Z=3,07986, p<0,00207), P+E ¢ O (M) (MW Z=4,6608,
p<0,000003), P ¢ O (M) (MWZ=3,07048, p<0,00214), E ¢ O (M) (MWZ=3,3283,
p<0,00087). Os tratamentos hormonais ndo alteraram a dor entre os grupos das fémeas (KW,
H(3)=24,1884, p>0,2418) e nem entre os grupos dos machos (KW, H(1)=1,8470, p>0,1741)
(Tabela 4).

Como apresentado na Fig. 12A o sexo alterou a mediana do indice de dor D1 e as
fémeas mostraram mais dor (}2=25,0000, p<0,00001; KW H(1)=42,2907, p<0,00001). Da

mesma forma quando a mediana do indice de dor D2 (Fig. 12B) foi analisada, as fémeas
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também manifestaram dor mais intensa (x2=15,3410, p<0,0001), confirmado pelo teste de
KW (H(1)=18,2955, p<0,00001).

A administragdo dos diferentes analgésicos opidides (DAGO, U-50488) e salina
alterou o D1 (Fig. 13A) (12=36,8629, p<0,00001; KW H(2)=51,0101, p<0,00001; fémeas
H(2)=36,3377, p<0,00001 e machos H(2)=32,4097, p<0,00001). O teste de Mann Whitney
aplicado para comparac@o entre os dados obtidos no grupo controle, DAGO e U-50488,
mostrou que o tratamento com o agonista p reduziu de modo significativo a dor (MW
Z=5,7816, p<0,000001), da mesma forma, o agonista k reduziu a dor e apresentou efeito
analgésico (MW Z=6,5525, p<0,00001). Nas fémeas, no grupo tratado com DAGO, a melhor
analgesia ocorreu no grupo P (D1=0,76+0,18) em relagdo aos grupos E (D1=1,05+0,23), P+E
(D1=1,00£0,11) e O (D1=1,03+0,17). O opidide U-50488, na primeira fase, teve melhor efeito
analgésico nos grupos P (D1=0,8510,10) e P+E (D1=0,88+0,07) (Fig. 9). Na segunda fase do
teste o grupo P+E reduziu (D1=0,93+0,08) o efeito analgésico do U-50488 (Fig. B).

O indice de dor D2 (Fig. 13B) também foi afetado pelos analgésicos (32=36,0000,
P<0,00001) e (KW, H(2)=54,3613, p<0,00001; fémeas H(2)=26,6423, p<0,00001; machos
H(2)=36,4684, p<0,00001). No teste de MW, os resultados mostraram que DAGO e U-50488
reduziram significativamente a dor em relagdio ao grupo controle (MW, Z=6,7721, p<0,000001
e Z=3,9879, p<0,000006, respectivamente). No D2, o DAGO, teve melhor efeito analgésico
do que o U-50488 (MW Z=-4,5688, p<0,000004). Das fémeas que receberam DAGO, a
melhor analgesia foi no grupo P (D2=0,26+0,11), quando comparado com os grupos E
(D2=0,4710,12), P+E (D2=0,41+0,06) e O (D2=0,31£0,11). No grupo tratado com U-50488,
E mostrou o menor efeito analgésico na fase 1(D2=0,39+0,05), enquanto que os grupos P+E,
P e O(F) tiveram o melhor efeito analgésico (D2=0,461+0,06; 0,43+0,06 e 0,39+0,07

respectivamente) (Fig. 10A).
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Nido houve diferenca entre as fases medidas pelo D1 (Fig. 14A) (x2=1,3888,
p<0,2386). Ja quando o D2 foi calculado (Fig. 14B) na segunda fase do teste algesimétrico, de
modo geral, a dor manifestada foi menor (x2=5,0141, p<0,0251 e KW, H(1)=12,0048,
p<0,0005). Porém somente as fémeas, mostraram na $egunda fase um melhor efeito dos
analgésicos, como mostra a figura 10 e tabela 4 (KW H(1)=10,1414, p<0,0015). No D2, na
segunda fase do teste de formalina, no grupo DAGO, os tratamentos hormonais aumentaram o
efeito analgésico em relagdo a primeira fase (D2: E=0,24+0,12, P=0,26+ 0,09, P+E=0,24+0,09
e 0=0,18+0,08). No grupo U-50488 o tratamento P+E diminuiu o efeito analgésico
(D2=0,41+£0,07) em relagdo os outros tratamentos hormonais.

Nos machos ndo ocorreu diferenca entre as fases (KW, H(1)=2,4715, p>0,1159)

(Tabela 4) quando calculados peloD1 ou D2.
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Figura 9

Efeito dos hormdnios gonadais na sensibilidade ao efeito antinociceptivo
dos agonistas opidides DAGO e U-50488 em machos ¢ fémeas
gonadectomizados e tratados com terapia hormonal substitutiva
P=progesterona, E=estradiol e T=testosterona. (A) Primeira fase da resposta
4 formalina. (B) Segunda fase da resposta & formalina. Cada barra
representa a média +/- erro padrio do indice de dor D1, n=8 para cada
média.
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FASE 2 B
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Figura 10

Efeito dos horménios gonadais na sensibilidade ao efeito antinociceptivo
dos agonistas opidides DAGO e U-50488 em machos e fémeas
gonadectomizados e tratados com terapia hormonal substitutiva
P=progesterona, E=estradiol e T=testosterona. (A) Primeira fase da resposta
a formalina. (B) Segunda fase da resposta a formalina. Cada barra
representa a média +/- erro padrfio do indice de dor D2, n=8 para cada
média.
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Figura 11

Efeito dos hormdnios gonadais na sensibilidade & analgesia opidide no teste
de formalina em fémeas (F) e machos (M) gonadectomizados e tratados com
terapia hormonal substitutiva. (A) fndice de Dor D1 *O(M) <P, E, P+E ¢
O(F) p<0,05; **T <P ou P+E, p<0,05. (B) Indice de dor D2 *O(M) <P,Ee
P+E p<0,05; **T < P+E, p<0,05. Cada ponto representa a mediana +/-

valores minimo ¢ maximo, n=24 por grupo.
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Figura 12

Efeito do sexo na sensibilidade a analgesia opidide no teste de formalina em
fémeas (n=96) e machos (n=48) gonadectomizados e tratados com terapia
hormonal substitutiva. (A) fndice de Dor D1. (B) Indice de dor D2. Cada
ponto representa a mediana +/- valores minimo ¢ maximo. * p<0,05.
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Figura 13

Efeito antinociceptivo dos agonistas opidides mu (DAGO) e kappa (U-
50488) no indice de dor em ratos gonadectomizados e tratados com terapia
hormonal susbstitutiva. (A) Indice de Dor D1. (B) fndice de dor D2. Cada
ponto representa a mediana +/- valores minimo e méaximo (n=48 para cada
concentra¢do). *p<0,05 comparado a DAGO ou U-50488.
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Figura 14

Respostas aos agonistas opidides no teste de formalina durante a primeira
fase (pico 1) e a segunda fase (pico 2) em ratos gonadectomizados. (A)
fndice de Dor D1. (B) Indice de dor D2. Cada ponto representa a mediana
+/- valores minimo e méaximo (n=144 para cada pico). * p<0,05.
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TABELA 3: Soma dos postos dos resultados pelo Teste de Kruskal-WaHis do indice de dor
D1 no experimento II em relagdo ao sexo, tratamento hormonal, opidides (it , k) e as fases.

VARIAVEIS FEMEAS E MACHOS FEMEAS

MACHOS

SEXO 32076 9540

TRATAMENTO HORMONAL )

P 7476 4270 -

E 7794 o 4503 .

P+E- 8788 (1) 5147 -

o® 8018 - , 4609 -

T ' 5540 - 2537

oM 4090 (2) - 2270

OPIOIDES

S ~18619,5 (3) 8312 2168

D . 11229 : 5518 902

U 11767,5 4698 1586

FASES

1 - 22391,5 (4) 9192 2186,5
2469,5

2 212245 9336

1. O D1 foi maior no grupo P+E que no O (M) ouno T.
2. O D1 foi menor no O (M) que no P, E ou O (F)

3. O grupo salina, de modo geral, apresentou maior dor. Nas f8meas, o analgésico U-50488 foi mais eficiente,

jé nos machos 0 DAGO apresentou melhor analgesia.

4. Na soma geral o D1 foi maior na primeira fase, no entanto separadamente, as fémeas € machos mostraram °

mais dor na segunda fase.
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TABELA 4 Soma dos postos dos resultados pelo Teste de Kruskal-Wallis do indice de dor D2
no experimento II em relagfio ao sexo, tratamento hormonal, opidides e as fases.

VARIAVEIS ~ FEMEASEMACHOS - FEMEAS  MACHOS
SEXO ' 30591,5 11024,5
TRATAMENTO HORMONAL

P 7464 4504 -

E 7460 4523 -

P+E 8641 (1) 5282 -
o® 7027 4504 -

T 6142 - 2513
oM 4883 - 2143
OPIOIDES 3

S ‘ 18008,5 (2) 7848 2139,5
D : 9515,5 ' . 4609,5 820,5
U 14092 6070,5 1696
FASES :

1 23254,5 (3) 10489,5 2542

2 , 18361 _ ) 8038.5 2114

1. O D2 foi maior no grupo P+E que no T ouno O (M). O D2 foi menor no O(M) que no E ou P.
2. O grupo salina manifestou maior dor e tanto nas fémeas como nos machos o melhor efeito analgésico foi

com DAGO.

3. De modo geral a dor na fase 1 foi maior, sendo que apenas nas fémeas o D2 foi significativamente maior na
tase 1.



DISCUSSAO



Efeito dos Hormoénios Gonadais na Sensibilidade as Diferentes Concentracies de

Fermalina,

1.1 Anéilisé (ias reacdes comportamentais ao teste de formalina:

Uma questdo relevante no estudo da dor € como transformar a éxperiéncia subjetiva da
dor em dados objetivos para andlise. Alguns estudos tém usado o teste de formalina e os
resultados representam um valor numérico proveniente de cada categoria comportamental, nas
* _diferentes fases do teste, que refletem a mntensidade do nivel de dor. Estes estudos tém usado
diferentes protocolos para registrar as respostas incluindo pardmetros simples de registros
como tempo de lambedura e flexdo da pata injetada ou a avaliagio das' diversas respostas
manifestadas através das diferentes categorias de comportamento no teste de formalina. Nos
experimentos aqui apresentados escolhemos calcular, analisar € comparar os indices de dor D1
e o D2. O indice de dor D1 (Coderré e cols, 1993) representa respostas comportamentais que
envolvem manifestagdes sutis como o comportamento 1 no qual o animal apenas apéi‘a a
superficie com a ponta dos dedos que pode estar representando dor ou apenas uma sensagio
de desconforto e também os comportamentos 2 e 3. O indice de dor D2 (Watson e cols, 1997)
envolve épenas os comportamentos 2 e 3 que sdo categorias bem definidas de dor.

Codetre e cols, em 1993 avaliaram a validade e confiabilidade da técnica descrita por
Dubuisson e Dennis (1997), de associar determinados pesos aos resultados. O estudo foi
realizado administrando diferentes concentragdes de formalina na pata posterior (porque o
animal raramente limpa a pata posterior em comparagdo com a pata anterior, diminuindo a
possibilidade de confundir comportamento de limpeza com respostas de dor) validando este -
método como adequado para medir a itensidade da dor. O indice de dor obtido foi

reconhecido como sendo confiavel porque os resultados demonstraram que aumentando
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progressivamente as concentracdes de formaiina, aumentaram significativamente as réspo'stas
de dor. |

Abbott e cols (1995), avaliaram os resultados dos comportamentos de dor obtidos
através do teste de formalina (50 p.l/formalma'0,0S%, 1%, 1,5% ou 2,5%, sc na superficie
plantar da pata posterior). Forafn ﬁvaliadas correlagdes entre medidas comportamentais para a
primeira e segunda fase do teste de formalina e correlagGes entre primeira e segunda fase do
teste de formalina para cada medida comportamental das categorias 1, 2 e 3 ja descritas por
. Dubuisson e Dennis (1997). Estas correlagbes foram feitas para deternﬁnar qual medida, ou
combinagdes, melhor representaﬁl o aumento da dor associado ao aumento das concentragdes
de formalina, entdo as correlagdes entre doses de formalina e comportamentos foram
exammadas Abbott e cols (1995) encontraram que elevago e lambedura da pata explicaram
67% da varianga na primeira fase e 71% na segunda fase (categorias 2 e 3). O favorecimento
(categoria 1) ndo foi relacionado com a concentragdo de formalina na primeira fase e foi
negativamente relacionado na segunda fase. Os autores sugeriram que o favorecimento pode
estar associado a comportamento de desconforto mais do que dor € que combma§ﬁes de
_ .comportamentos (elevagdo e lambedura)v sdo medidas mais robustas e nlelhoreé para avaliar
dor do que avahacdo de comportamento simples como apenas tempd e frequéncia de
lambedura. |

Em 1997, Watson e cols revisaram os pesos das categorias comportamentais validadas
por Coderre e cols (1993) preservaﬁdo a relagdo ordinal de categoriés e pesos, propondo uma
" nova quantificacdo 6tima (resultado de dor composta) medindo-sev somente categorias de dor
bem definidas que sdo as categorias 2 e 3, atribuindo-se pesos 1 e 2 respectivamente, 7somad-os )
e dividido pelo tempo tbtal da fase do teste (diferente de Dubuissc;n e Dennis (1997) que -

incluem varias categorias de comportamentos de dor, desde o favorecimento da pata injetada
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que reflete pouca dor, flexdio que representa dor média ¢ lambedura qué reflete dor intensa).
Esta nova categoria de pesos foi sugerida baseada nos resultados do estudo de Abbott e cols.

(1995).

1.2. Efeito da progesterona e estradiol na sensibilidade a dor nas fémeas:

Os dadés obtidos neste trabalho mostraram que os tratamentos hormonais
realizados nas fémeas, ndo alteraram o D1 ou o D2. Nas concentragdes de 1% e 2% o grupo
P;rE tendeu a ser mais sensivel comparando com o grupo O, na primerra fase do teste de
formalina. Na fase tonica, tanto no D1 quanto no D2 ndo ocorreram diferencas significativas.

Vincler e cols (2001) avaliaram os efeitos dos horménios ovarianos circulantes no
compor"tamento‘ nociceptivo usando o teste _de escape e o teste de formalina Os autores
mostraram que as ratas testadas na tarde do proestro (depois da ovulagdo, quando P+E estdo
altos) apresentaram uma menor laténcia do reflexo de escape comparando com diestro I
(semelhante ao grupo P). Vincler e cols (2001) também concluiram que as diferentes fases do .
ciclo estral ndo alteraram os comportamentos nociceptivos produzidos pela forfnalina 1% na
fase aguda e na fase tonica do teste (foram registrados o nﬁmerd de flexdes e sacudidas e o |

| tempo de duragdo de mordedura e lambedura da pata injetada; categorias comportamentais 2 e
3 de Dubuisson e Dennis, 1977). Baseados nestes resultados estes autores -sugerem que os
horménios ovarianos possam atuar de Vmodo dife;enciado _modulando comportamentos
associados com dor fasica e dor tonica. Nos nossos :resultadbs, ¢ interessante observar ao
analisar. o indice de dor D2, que o grupo P+E, na formalina 1%, manifestou a menor dor em
relagdo aos demais tratarnent(;é. Na formalina 2%, o P+E apresentou maior sensibiidade que o

~ controle. Ao compararmos os resultados do teste de escape de Vincler e cols (2001) com os

nossos dados da primeira fase do teste, com formalina 2%, pode-sé pensar também, que os
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mecanismos envolvidos na supressdo da dor fasica possam ser .mais sensiveis a modulago
mnibitéria dos horménios ovarianos quando estes atuam concomitantemente. Na segﬁnda fase
do teste, é possivel que os diferentes comportamentos nociceptivos manifestados pelo grupo
P+E, & formalina 1% entre D1 e D2, seja porque no indice D1 esta _incluida a categoria 1 que
pocie representar dor, mas também apenas desconforto (o quél pode ser causado por dor,
“coceira ou ardéncia), pois no D2 o grupd P+E mostrou a menor dor. J& que na formalina 2% o
_tratamento com P+E, tendeu a sensibilizar as ratas no D1 e D2, assim, é possivel que pé_ra dor
tonica ou inﬂématc’)ria os mecanismos modulatérios da dor sejam menos sensiveis aos
horménios ovarianos para estimulos de baixa intensidade e mais sensiveis para estimulos de
média intensidade.

Em outro estudo Limonta e cols (1989) mostraram que o niimero de receptores |t varia
durante as diferentes fases do ciclo estral, com significante auménto na manha do proestro. O
numero de receptores u no proestro pode aumentar devido a influéncia do estfadjol secretado
em grande quantidade nesta fase. O declinio no nﬁnlgro de receptores p no fim do proestro e
micio do estro pode ser devido & secregdo concomitante de progesterona e estradiol nestas
fases. Com base neste rgsultado, talvez seja possivel pelo menos em parte éxplicar a tendéncia
das ratas tratadas com P+E de serem mais sensiveis 4 dor do que nos outros tratamentos e a
menor sensibilidade na total auséncia de horménios gonadais (grupo 6leo) a 1% e 2%. A
aumentada sensibilidade do grupo dleo na formalina 5%, apresentando uma curva dose-
resposta com tendéncia a elevar-se e a igualar-se aos demais tratamentos hormonais, pode ser
porque a éstimulagﬁo intensa sobrepuja a capacidade modulatéﬁa opidide endogena.

Martinez-Gomes e cols (1994) relataram diminuigdo significativa no limiar do reflexo
nociceptivo durante o periodo de estro e diestro I comparadas com proestro e diestro II. Estas

diferengas podem ser explicadas pelo tipo de teste algesimétrico aplicado, no teste de retirada
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da cauda (tail flick), uma modaﬁdade de estimulo elétrico, no qual o animal tem controle sobre
o tempo do estimulo na cauda, possiveis diferengas na determinagdo dos estigios do ciclo
estral, e também grau de estresse para o qual os animais foram submetidos que podem ativar
mecanismos opidides e ndo opiéidéS‘ na modulagio da dor.

~Na segunda fase, que representa dor inflamatéria, tanto o indice de dor D1 como o D2
foram signiﬁcativamerite maiores nas fémeas, mostrando que neste tipo de dor, ocorre maior
sensibilidade para o estimulo nocivo, possivelmente em decorréncia de ~substancias
sensibﬂizantés como produtos da inflamagdo, isquemia ou neurotransmissores presentes neste
periodo.

A transmissdo da dor envolve eventos do sistema nervoso central e periférico e os
hormdnios gonadais podem interagir com estes sistemas em multiplos niveis. Por exemplo
aferentes silenciosos sdo fibras nervoéas aferentes primarias que tipicamente n3o respondem
para estimulagio senséria, mas tornam-se ativos na presenca de substancia sensibilizante.
Horménios gonadais podem servir como fatores sensibilizantes. Por exemplo, aferentes
chegando do utero parecem ser menos sensiveis no diestro I e II e mais sensiveis no
proestro/estro (Berkley e Sato, 1988). |

butra possibilidade de mecanismos para os efeitos sensibilizantes dos hormdnios nos
aferentes primarios podem ser relacionadas com fator de crescimento neural (NGF) e alta
afinidade dos receptores trka sugerindo que sua ligacﬁq esta envolvida na sensibilizagio ‘dos
aferentes primarios e que durante o proestro (aumentada sensibilidade nas ratas) a expressio
do trka ¢ superregulada nos neurénios do-géinglio da raiz dorsal. NGF também leva ao
crescimento de neuritos e ést&s parecem ser mals sensiveis para o estimulo nocivo (Fillingim e

Ness, 2000).
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As diferentes concentragdes de formalina foram administradas para averiguar se os
animais sio sensiveis as diferentes intensidades do estimulo nocivo, se afeta de forma diferente
os machos e fémeas e se as manipulagdes hormonais afetaram as respostas comportamentais

nas diferentes concentragles. As fémeas mostraram uma curva dose-resposta na primeira € ria

- segundo fase do teste, manifestando aumento significativo tanto no indice de dor D1 quanto no

‘D2 conforme aumentou a. intensidade do estimulo nocivo nos diferentes tratamentos

hormo‘naisy.

A tendéncia & menor sensibilidade & dor na fase 2 que ocorreu nas férﬁeas tratadas com
progesterona foi similar aos resultados obtidos no estudo de Ren e cols (2000) que mostraram
que niveis plasmaticos elevados e constantes (como na fase de lactagio das ratas), semelhante
ao componente de progesterona da fase lutea no ciclo menstrual humano, atenuam a
hiperalgesia inflamatéria (inflamagdo provocada pelo Mycobacterium na pata traseira -e depois
estimulo quente) envolveﬂdo ihibig:ﬁo da ativagdio do Treceptor do N-metil D-aspartato
(NMDA). A diminuigio d;, hiperalgesia foi positivamente correlacionada com o aumento de
progésterona. Agonistas dos receptores NMDA nos roedores s3o nociceptivos ou algésicos ¢ a
resposta a injegdo i.t. de NMDA foi dramaticamente atenuada nas ratas lactantes e revertida
pelo antagonista NMDA, o AP-5, sugerindo que o efeito analgésico da progesterona inclui
depresséo da ativagdio do receptor NMDA na medula espinhal.

Os resultados sugerem que a progesterona atenua o-desenvolvimento de dor persistente
e hiperalgesia, na resposta para inflamacio tecidual, pelo menos em parte, via mecanismos
espinhais do receptor NMDA, mostrando que um.alto. nivel plasmatico persistente de
progesterona, na auséncia de estradiol, produz potente efeito analgésico. |

Resumindo, no D1, as fémeas tenderam a sentir mais dor do que os machos, éhquanto

S

que no D2 as fémeas significativamente sentiram mais dor. No D1 e D2 as fémeas tratadas com
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P+E mostraram significativamente mais dor do que os machos tratados com 6leo e elas foram
sensiveis as diferentes concentragdes de formalina, apresentando uma curva dose-resposta
dependente da intensidade do - estimulo nocivo e mostraram significativamente mais dor na

segunda fase.

1.3. Efeito da testosterona na sensibilidade A dor nos machos:

Nos machos, a intensidade do estimulo nocivo néo afetou o D1 nem o D2, na primeira
fase ou na segunda fase do teste de formalina, ndo ocorrendo um efeito dose-resposta na faixa
de concentragio estudada. Com estimulo de baixa intensidade (formalina 1%) os machos
tenderam a manifestar mais dor do que as fémeas. Estes dados estdo de acordo com Aloisi e
cols (1995), os quais também relatam que em concentragdes de 0,1% (um eétimulo de baixa
intensidade) a tendéncia é de mais respostas de dor dos machos, mostrando que para estimulos
de baixa intensidade os machos sdo mais sensiveis do que as fémeas.

- No estudo de Kepler e cols (1989) o limiar para dor fasica foi menor em machos
gonadectomizados, (similar aos nossos resultados na fase 1, na formalina 1%) e aumentou nas
fémeas castradas (semelhante ao nosso experimento, na fase 1,.formaliha 1% e 2% no grupo
6leo nas f‘éméas) em relagdo aos animais intactos (Kepler e cols, 1989). Este resultado sugere
um papel hiperalgésico do estradiol e hipoalgésico da testosterona.

Aloisi e Cecarelli (2000) mostraram que gonadectomia e naloxona aumentaram o

-tempo_de flexdo da pata e que nos machos castrados estradiol icv aumentou lambedura e

dimmnuiu a freqiiéncia de sacudida na dor féasica. Na fase inflamatéria, o estradiol aumentou a

.. lambedura somente nos ratos intactos. Este aumento induzido pode ser devido a regibes de

processamento nociceptivo superiores ativadas por estradiol que, através do eixo
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hipotalalamo-hipéfise-adrenal, aumenta os niveis plasmaticos de corticosteréides nos animais
pré-tratados com estradiol.

Testosterona e éetradiol sdo os pﬁncipais horménios gonadais nos machbs e fémeas
respectivamente. Nos machos a maioria dos efeitos induzidos pela testosterona durante o
desenvolvimento e fase adulta sdo mediados pelo estradiol resultante da aromatizacio "da
testosterona (Pilgrim e Hutchinson, 1994). E possivel que nos nossos experimentos a tendéncia
dos machos tratados com testosterona a serem mais sensiveis na formalina 5%, seja devido a
alta dose hormonal administrada cronicamente que sofrendo aromatizag&o poderia gerar altos
niveis de estradiol.

O indice de dor D1 foi maior na fase 2, que representa a dor inflamatéria. No entanto,
pelo indice de dor D2, ndio ocorfeu diferenca na dor manifestada entre a primeira e a segunda
fase. Como o D2 envolve apenas categorias de dor bem definidas e a dor nio aumentou na fasée
inflamatéria, ¢ possivel que os machos, pelo menos para estimulos de baixa e média
intensidade sejam menos sensiveis 4 modulacdo da dor pelo hormbnio testosterona e também
as substincias resultantes do processo inflamatério como bradicinina e prostaglandina

conhecidas por sensibilizar as vias nociceptivas.

1.4. Diferencas sexuais na sensibilidade & dor:

A auséncia de resposta significativa, entre o grupo das fémeas e entre o grupo dos
machos com os diferentes tratamentos hormonais foi inesperada. Esﬁxdos realizados em nosso
laboratério com machos intactos e fémeas nas diferentes fases do ciclo eétral (Segatto e cols
2001), os quéis foram utilizados como grupo controle com niveis fisiolégicos hormonais para
comparar com este experimento (no qual os animais foram castrados e tratados com terapia

hormonal substitutiva com doses elevadas), mostraram que em ratos submetidos a formalina
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1%, 2% e 5%, os machos apresentaram menor sensibilidade em relagfio as fémeas, sendo esta

diferenca significativa entre machos e fémeas em estro, no primeiro pico, com as
concentrag:ﬁes; de 2% e 5%.

O sexo ndo alterou-o indice de dor D1. No entanto, qﬁando o indice de dor D2 foi

_ analisado, diferengas entre os sexos foram encontradaé, sendo que as fémeas, tratadas éom

‘terapia hormonal substitutiva, de modo geral, manifestaram mais dor do que os machos. Estes

~ resultados estdo de acordo com Aloisi e cols (1995) que mosﬁaram que na dor -persistente,

~ com formalina 10%, as fémeas apresentaram niveis mais‘ altos de lambedura e flexdo na pata

injetada. Nos nossos experiméntos, os machos, com estimulo de baixa intensidade tenderani a

ser mais sensivels que as fémeas. Aloisi e cols (1995) também mostraram que com

- concentra¢des de formalina de 0,1% a tendéncia é de mais respostas de dor ribs machoé. A
| difefenga na responsividade de machos e fémeas para altas e.baixas concentragdes de formalina
sugere que a intensidade é um fator relevante na determinagéo do padrido e duragido das
respostas nociceptivas nos dois sexos.

Aloisi e cols (1994) mostraram que ratos machos e fémeas. exibiram comportamentos
nociceptivos diferentes em resposta a inje¢do de formalina 10%. O tempo gasto em flexdo e
lambedufa (categorias 2 e 3) foi maior nas fémeas (o ciclo estral ndo foi controlado) do que
nos machos. O numero de sacudidas da pata (comportamento 3) foi similar nos machos e
fémeas. Nossos dados s@o similares as diferengas comportamentais rélétadas por Aloisi e cols
(1994) e nds também constatamos que, de modo geral, na formalina 2% e 5%, as fémeas
manifestaram mais dor do que os-machos no D2. No nosso experimento (dados ndo
ilustrados), na formalina 5%,. em todos os tratamentos as fémeas permaneceram mais tempo
nos comportamentos 2 € 3 do que os machos. Estas diferencas sexuais podem ser dgvidas a

diferentes circuitos neurais envolvidos na modulag@o nociceptiva. Lambedura e flexiio séo

s
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processados a niveis supra espinhais em estruturas que oferecem multiplos alvos para ago de
diferentes neuro-moduladores incluindo horménios sexuais e opidides enddgenos, enquanto
que sacudida resulta de circuitaria neural espinhal menos complexa do que lambedura e flexdo.

' Outfa possibilidade para as fémeas apresentarem mais dor do que os machés 'seria uma
provavel maior responsividade péra os procedimentos laboratoriais (manuseio, familiariza&;ﬁo e
o teste de formalina), o que as tornaria mais responsivas ao estimulo doloroso.

vEm outro estudo, Forman e cols (1989), encontraram diferencas sexuais, nos ’ratbs
machos e fémeas, nos quais a castragdo resultou em significante redugdo no tempo de reacgio
no teste de retirada da cauda. Administragéio de esteroides aumentou a laxéncia nos animais em -
ambos 0s sexos. No teste de limiar de escape, a'reposig:io hormonal produziu efeito oposto
nos machos castrados comparando com as fémeas, nelas estradiol reduziu ainda mais o tempo
de reacdo no limiar de. escape mostrando diferenca no desconforto sbmético, sendo possivel
que .estes diferentes resultados sejam devidos a que o estradiol aféta as fémeas de forma
diferente nos testes de retirada da cauda e limiar de escape. Estes resultados podem tainbém
ser atribuidos a habilidade dos esterdides gonadais em modular a atividade de
neurotransmissores que participam na analgesia bem como refletindo o efeito dos esterdides
gonadais nos componentes neuromusculares e esta circuitaria parece diferir entre os sexos e
afetar o teste de limiar de escape mais intensaménte.

A fase 1 que reflete a dor fasica e a fase 2 que representa dor inflamatoria foram
diferentes éntre os grupos. O D1 da fase 2 foi maior nas fémeas e nos machos. O D2 da fase 2

 fo1 também maior, mas apenas nas fémeas, sugerindo que as fémeas séio mais sensiveis a dor
proveniente de alteracdes inflamatérias e que os horménios gonadais femiﬁinos podem realgar

esta sensibilidade.
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O protocolo utilizado neste experimento mostrou duas diferengas importantes

~

entre as fémeas e os machos:
1. A diferenca-em sensibilidade a intensidade do estimulo nocivo nos machos e nas
fémeas. (

O uso das diferentes concentragdes de formalina, representando estimulo nocivo de
baixa, média e alta intensidades, mostrou que existem difereng‘as na sensibilidade entre
os sexos em relacdo a intensidade do estimulo nocivo. As fémeas, quando analisadas no
D1 e D2 mostraram que elas foram sensiveis as concentragdes de formalina
apresentando uma curva dose-resposta nos dois indices. Nos machos, as diferentes

concentragdes de formalina ndo afetaram D1 nem D2; mostrando que os machos nio

foram sensiveis a intensidade do estimulo nocivo.

2. A constatagdo de que dependendo do indice de dor utilizado (D1 ou D2),

diferentes resultados podem ser obtidos nos parametros avaliados.

Nos resultados obtidos nos nossos experimentos, o indice de dor D2 representa -

maior especificidade ja que somente comportamentos bem definidos de dor sdo
‘ registrados; menor variabilidade, observada pelos menores valores de erro-padrio
comparando com os valores encontrados em D1 e maior -capacidade para detectar
variagOes sutis na sensibilidade a formalina, pois o D2 foi capaz de detectar diferengas
entre os séxos, ndo detectadas com o indice de dor Dl? e também; na segunda fase do

- teste de formalina, o D2 detectou maior dor somente nas fémeas. -
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2. Efeito dos Hormonios Gonadais na Anaigesia Opidide

No experimento I, de modo geral, as fémeaé tratadas com salina ic;/ tenderam a
manifestar indice de dor D1 e D2 maiores que as fémeas do experimento i, comparando as
respostas na formalina 5%. Um fator importante que diferencia os animais do experimento II é
- que estes foram submetidos a cirurgia estereotaxica duas semanas antes do teste ae formalina e
€ possivel que este procedimento ¢ a presenga da cinula icv tenha atuado_ como uma situacdo
estressante hiperalgésica na experiéncia dolorosa ao novo estimulo nocivo. Unruh (1996),
encontrou que estresse € depressdo estdo mais associados com dor nas mutheres do que nos -
homens; dor intensa em pacientes com artrite reumatoide foirr_elacionada com altas freqﬁénpias
de depressdo e que mulheres adultas jovens, mies que trabalhém, individuos éom baixa renda,
negros e hispanicos relatam mais dor e desordens de humor.

O opidide DAGO, apresenta como um de seus efeitos indesejaveis a catalepsié que é
caracterizada pgla redugd@o dos reflexos. O mesmo ndo foi observado com U-50488. Catalepsia
foi observada em 1 fémea tratada com P, 5 com‘ E, 4 com P+E e 4 com 0leo. Das fémeas, o
grupo tratado com P foi o mais sensivel ao efeito analgésico do DAGO pelos indices de dor
D1 e D2 na fase 1, ao passo que P foi o menos sensivel para o efeito cataléptico do DAGO.
Estradiol foi o mais sensivel para o efeito cataléptico e tendeu ser menos sensivel para o efeito
analgésico na fase 1 no D1 e D2. Nos machos tratados com T seis animais tiveram catalepsia e -
dois tratados com Oleo, os dados mostram que T sensibiliza os animais para o. efeito
cataléptico, mas ndo alterou a dor em relagiio ao controle no D1, porém no D2, T tendeu
sensibilizar para o efeito analgésico na fase 1 en@uanto que na faée 2 a dor tendeu a aumentar.

Estes dados sugerem que o efeito cataléptico ndo-esta correlacionado a analgesia.
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Os resultados mostram que os tratamentos hormonais nas fémeas nfo tiveram efeito
significativo sobre a anaigesia produzida pelos opidides DAGO ou U-50488, tanto no indice de
dor D1 quanto no D2. Estudos de Bane;jee e cols (1983) mostraram que a sensibilidade para a
morfina (agonista i e k) varia nos >diferentes estégiﬁs do ciclo estral no teste de retirada da
cauda e relataram que ocorreu aumento da sensibilidade para morfina na tarde do diestro I e II.
Estes dados s@o em parte similares aos nossos resultados, quando por exemplo o tratamento
. com progesterona (similar a fase de diestro I) teve é melhor analgesia na fase 1 e também a
auséncia de analgesia no grupo tratado com E, porém contraria o efeito analgésico obtido no
nosso experimento quando os animais foram tratados com progesterona combinado com
estradiol (P+E), sugerindo o envolvimento da atividade ovariana modulando a sensibilidade
para a agdo dos opidides.

Limonta e cols (1989), mostraram variagdes no numero de receptores p durante o ciclo
estral, e detectaram que o nGmero de receptores € baixo na manhi do diestro i, no dia do
diestro II e um signiﬁ;:ante aumento ocorre na manhﬁ‘ do proestro seguido por um declineo no
nimero de receptores no fim do proestro (depois da ovulagdo) e inicio do estro e entdo
novamente aumenta na tarde do_ estro. Estas variagSes podem explicar, no nosso experimento,
a diminuida sensibilidade a0 DAGO do grupo trafado com P+E na fase inflamatoria do teste,
mas ndo explicam a menor sensibilidade do grupo tratado com estradiol, na fase da dor aguda
.do teste.

Nos machos, também, os comportamentos em resposta a formalina tenderam a ser mais
‘intensos. Por exemplo, cgmparando o grupo 6leo tratado com salina do experimento II como
grupo formalina 5% do experimento I, o grupo dleo do experimento II foi mais sensivel na

primeira fase nos indices de dor D1 ¢ D2.
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O sexo dos animais foi um importante fator na analgesia. Na analise do indice de dor
D1 e D2 o efeito analgésico dos opidides foi significativamente methor nos machos do que nas
fémeas. O analgésico DAGO teve significativamente melhor efeito nos machos, tanto no D1
* quanto no D2. NoDlo opiéidé U50488 tendeu a produzir melhor efeito nas fémeas.

Outros esfudos também mostram que as fémeas sdo mais responsivas do que os machos
ao efeito. analgésico das drogas opidides com atividade agonista x (Gear e cols, 1996) e
machos mais responsivos aos agonistas p (Kepler e cols, 1991).

Noss-os resultados também estdo de acordo com dados apresentados por Fillingim e
Ness (2000) que mostram qué, de forma geral, condig¢des caracterizadas por estradiol elevado
ou acompahado por progesterona estdo associadas com aumentada resposta ao estimulo
doloroso e diminuida resposta analgésica para situagdes de &stre;se e farmacoterapia opioide.
No trabalho de Baamonde e cols (19895 ratos machos demonstraram grande sensibilidade para
morfina comparada com fémeés ciclando normalmente ou ovz_lriectomizadas ou
hiperestrogénicas, mas os trés grupos de fémeas ndo diferiram entre si. Todavia, na gravidez,
os niveis altos de horménios 'gonadms (Dawson-Basoa e Gintiler 1993), podem inibir
respostas nociceptivas e potencializar a analgesia opidide de agonista k. |

Krzanowska e Bodnar (1999), através de microinje¢cdo de morfina intracerebral na
substincia cinzenta periaquedutal (SCP) mostraram que machos intactos ou castrados
apresentaram significativamente maior sensibilidade 4 morfina'do que as fémeas em testes de
dor fasica. O padrdo de analgesia induzido pela morfina néo foi afetado pela gonadectomia nos
machos. Nos nossos resultados a sensibilidade’ & morfina também néo foi alterada no grupo
tratado com oleo. Estes resultados sugerem que o horménio sexual masculino no é essencial
para total expressdo da analgesia. Estes autores mostraram também, que as fémeas em estro

(quando P e E estfio altos) foram significativamente menos sensiveis para morfina do que as
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ovariectomizadas. Asvfémeas castradas tratadas com altas doses de morfina tiveram analgesia
maior do que as intactas e em baixas doses de morfina nfo diferiram de fémeas fora do estro,
su;gerindo que os hormdnios femininos sozinhos ou combinados em altos niveis podem inibir a
analgesia pela morﬁna microinjetada na substincia cinzenta periaquedutal (SCP). Nos nossos
resultados também os hormdnios gonadais inibiram a analgesia pelo DAGO nas fémeas. Os
horménios circulantes podem :também prevenir a expressdo total da analgesia através de
mudangas na responsividade para os.opidides na SCP que pode ser muito sensivel em estagios
em que os horménios gonadéis estdo em atividade maxima.

No indice de dor D2 o DAGO, mostrou potente efeito analgésico nos machos. Nas
fémeas, no D2 o DAGO também teve melhor efeito analgésico do que o agonista kappa.
Segatto e cols (2001) encontraram que 0s macho; intactos foram menos sensiveis do que as
fémeas em estro e que o analgésico DAGO teve melhor efeito nas fémeas em estro do que em
diestro e 0s autores sugeriram que o efeito énalgésico deste opidide é melhor quando a
concentragdo dos hormdnios gonadais femininos est4 mais elevada. Este fato leva a uma
conclusdo paradoxal, visto que o aumento da concentragdo hormonal pode induzir a uma
maior sensibilidade‘ a dor em ratas intactas ou castradas e tratadas com P+E, contudo em ratas
tratadas com o opidide DAGO glas mostram diminuicdo nesta sensibilidade a dor se
comparadas as ratas com menor concentragdo hormonal, ou seja, se por um lado as ratas em
estro apresentaram menor limiar nociceptivo em relagdo as ratas em diestro, por outro lado
elas sdo também favorecidas por um melhor efeito analgésico quando as concentragdes
hormonais estéo elevadas.

| Suarez-Roca e Maisner (1993) mostraram que a ativagdo de receptores x opidides e ou

receptores NMDA por opidides agonistas x (nalbufina) em aferentes contendo substincia P -
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podem contribuir paré antianalgesia ou alodinia. Assim € possivel que agonistas de receptores
x (U-50488) possuam propriedades algésicas sob certas condi¢des.

Em um estudo com humanos, Gear e cols (1999) encontraram que agonistas de
opidides x apresentaram melhor efeito analgésico, em todas as doses, nas mulheres do que nos
homens apés remogdo do dente do siso, sendo que as mutheres mostraram melhor resposta e
estas respostas foram diferentes dependendo da dose (dose 6tima 10 mg) e sugeriram que os
homens (que na dose de 5 mg tiveram mais dor que o placebo) tem diminuida habilidade para
se beneficiar desta classe de analgésico opidide.

Em relagfio as fases do teste de formalina, a melhor analgesia na segunda fase do teste,
nas fémeas, pode ter ocorrido por diferencas entre o inicio e duracio do efeito analgésico
durante o teste algesimétrico, j4 que na fase 1 a sensibilidade foi menor em relagdo aos
machos, talvez o inicio do efeito analgésico demore um pouco mais para acontecer nas fémeas
em relacio aos machos. Como a melhor analgesia nas fémeas ocorreu na fase 2 no indice D2,
isto sugere que apesar de retardar o inicio do efeito, o analgésico atenuou respostas de dor
bem definidas representadas pelo D2. Todavia, a poténcia analgésica nas fémeas nas duas fases
foi menor que a dos machos.

Tanto o D1 quantb o D2 foi significativamente afetado pelos analgésicos opidides,
sendo que a dor diminui nas fémeas e nos machos. DAGO e U50488 reduziram
significativamente a dor em relagéio ao grupo controle e além disto, o opidide DAGO, pelo
indice de dor D2 teve efeito analgésico methor que o opidide U50488. Os resultados mostram
que quando a analgesia foi analiéada pelo D2 que avalia comortaméntos bem definidos de dor
observou-se diferenca significativa entre os opidides DAGO e U50488, mostrando que o
DAGQO foi mais eficiente para aliviar a dor intensa, e produziu uma resposta analgésica mais

robusta nos machos,
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CONCLUSOES



. O indice D2 foi melhor para detectar diferengas entre os grupos que o D1.

. As fémeas foram mais sensiveis que os machos a formalina nas concentragdes de 2% e 5% e

em ambas as fases da resposta a formalina.

3. O grupo tratado com P+E foi o mais sensivel, principalmente s baixas concentragdes de
, formaljna (1% e 2%) o que éugere uma participa¢do discreta destes horménios no

p;ocessamento nociceptivo.

.. A testosterona aumentou a sensibilidade a dor no teste de formalina a 5%, isto poderia ser

.devido a ‘uma possivel aromatizagdo da testosterona em estradiol no ‘sistema nervosd
central.

. O tratamento com P+E aumenta o efeito antinociceptivo do agonista k icv na primeira fase

da resposta a formalina, no entanto, o grupo _P+E na segunda fase do teste teve a menor

analgesia. O efeito do agom's;ta n ndo foi alterado pelos horménios femininos.

. A testosterona ndio afetou a resposta aos analgésicos p our, porém os machos foram mals

sensiveis que as fémeas aos efeitos do agonista p.
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