ISSN - 0872 - 4814

Q)

Orgdio de Expressdo Oficiul du APED

™
=)
S
«
o
o)
S
o)
=
=)
Pz
-
~—
o)
=
=
)
>

Associagao Portuguesa para o Estudo da Dor PERMANYER PORTUGAL




} Orgao de expressdo oficial da
ASSOCIACAO PORTUGUESA PARA O ESTUDO DA DOR (APED)

Volume 11, Numero 2, 2003 ISSN: 0872-4814

22 volume monotematico sobre

INVESTIGACAO EM DOR

Editor convidado: Prof? Deolinda Lima

Director
José Manuel Castro Lopes

Director Executivo
José Manuel Caseiro

Acessora de Direccao
Ana Regalado

Conselho Cientifico
Anténio Coimbra
Anténio Palha

Aquiles Gongalo
Armando Brito e Sa
Cardoso da Silva
Daniel Serrdo

(P¢) Feytor Pinto
Gongalves Ferreira
Helder Camelo

Joao Duarte

Jorge Tavares

José Luis Portela

José Manuel Castro Lopes
Maia Miguel

Martins da Cunha
Nestor Rodrigues
Robert Martins
Walter Oswald
Zeferino Bastos

PERMANYER PORTUGAL

Sumario

As vitorias da APED 3
José Manuel Caseiro

Editorial Il
O desafio da DOR 4
Deolinda Lima

Mensagem do Presidente da APED 5
José Manuel Castro-Lopes

Estudo de expressao do Drg11 nas regioes cranianas
durante o desenvolvimento das vias nociceptivas 6
Osdrio LA, Rebelo S, Reguenga C, Lima D

Expressao de receptores NK1 e GABA, em neurénios
nociceptivos da medula espinhal do rato 10
Castro AR, Pinto M, Lima D, Tavares |

A anandamida, um agonista endégeno do receptor
vaniléide, aumenta durante a inflamacao da bexiga e
contribui para a hiperreflexia e alodinia 15
Avelino A, Dinis B, Charrua A, Nagy |, Yacoob M, Cruz F

A actividade das cinases ERK 1 e 2 na medula espinhal
causada pela distensao da bexiga é aumentada em
condicoes inflamatorias cronicas 20
Cruz C, Avelino A, McMahon SB, Cruz F

Correlacao entre o efeito dos opidides e as propriedades
funcionais dos neurdnios da substantia gelatinosa da
medula espinhal de rato 25
Santos S, Safronov BV

Potencialidades da terapia genética no controlo da dor 28
Martins I, Pinto M, Wilson SP, Lima D, Tavares |




NORMAS DE PUBLICACAO

1. A Revista “DOR” considerarda, para publicacéo,
trabalhos cientificos relacionados com a dor em
qualquer das suas vertentes, aguda ou cronica e,
de uma forma geral, com todos os assuntos que
interessem a dor ou que com ela se relacionem,
como o seu estudo, o seu tratamento ou a simples
reflexdo sobre a sua problematica. A Revista
“DOR” deseja ser o 6rgao de expressao de todos
os profissionais interessados no tema da dor.

2. Os trabalhos deverao ser enviados em diskete
3.5” 2HD (1.4 Mb) ou zip 100 Mb, para a seguinte
morada:

Permanyer Portugal
Av. Duque d’Avila, 92, 7° Esq.
1050-084 Lisboa

ou, em alternativa, por e-mail: aped@mail.pt

3. A Revista “DOR” incluira, para além de artigos
de autores convidados e sempre que 0 seu espago
o permitir, as seguientes seccdes: ORIGINAIS -
Trabalhos potencialmente de investigagao basica
ou clinica, bem como outros aportes originais
sobre etiologia, fisiopatologia, epidemiologia,
diagndstico e tratamento da dor; NOTAS CLINICAS -
Descricao _de casos clinicos importantes; ARTIGOS
DE OPINIAO - assuntos que interessem a dor e sua
organizagao, ensino, difusdo ou estratégias de pla-
neamento; CARTAS AO DIRECTOR - insercdo de

objeccbes ou comentarios referentes a artigos pu-
blicados na Revista “DOR”, bem como observa-
¢des ou experiéncias que possam facilmente ser
resumidas; a Revista “DOR” incluird outras sec-
¢oes, como: editorial, boletim informativo aos so6-
cios (sempre que se justificar) e ainda a reprodu-
cao de conferéncias, protocolos e novidades
terapéuticas que o Conselho Editorial entenda me-
recedores de publicacao.

4. Os textos deverado ser escritos configurando
as paginas para A4, numerando-as no topo su-
perior direito, utilizando letra Times tamanho 12
com espacos de 1.5 e incluindo as respectivas
figuras e graficos, devidamente legendadas, no
texto ou em separado, mencionando o local da
sua inclusao.

5. Os trabalhos deverdao mencionar o titulo, nome
e apelido dos autores e um endereco. Deverao
ainda incluir um resumo em portugués e inglés e
mencionar as palavras-chaves.

6. Todos os artigos deverao incluir a bibliografia
relacionada como os trabalhos citados e a respec-
tiva chamada no local correspondente do texto.

7. A decisao de publicacao é da exclusiva respon-
sabilidade do Conselho Editorial, sendo levada em
consideracao a qualidade do trabalho e a oportu-
nidade da sua publicacao.

© 2003 Permanyer Portugal
Av. Duque d'Avila, 92 - 7° E
1050-084 Lisboa

Tel.. 21 315 60 81

EMPRESA CERTIFICADA

EC - 0471/ 00
uuuuuuuuuuuuu ENAC

Fax: 21 330 42 96

N .
T@cp Impresso em papel totalmente livre de cloro

&9

Impress&o: Comgrafic, S.A.
ISSN: 0872-4814

Dep. Legal: B-17.364-00
Ref.: 254AP032

739-48-1992 (R 1997) (Papel Estavel)

Reservados todos os direitos.

Este papel cumpre os requisitos de ANSI/NISO

Sem prévio consentimento da editora, ndo podera reproduzir-se, nem armazenar-se num suporte
recuperavel ou transmissivel, nenhuma parte desta publicacao, seja de forma electronica, meca-
nica, fotocopiada, gravada ou por qualquer outro método. Todos 0s comentarios e opinides
publicados nesta revista sdo da responsabilidade exclusiva dos seus autores.




Dor (2003) 11

Editorial |

José Manuel Caseiro

As vitorias da APED

omemorou-se mais um Dia Nacional de Luta Con

tra a Dor, este ano sob a égide do n® 5. De facto,

foi a 52 vez que se celebrou o evento, tendo ficado
fortemente assinalado pela deciséo governamental de decre-
tar a Dor como o 52 Sinal Vital, algo que todos os que lutam
no terreno por melhorar as condi¢des assistenciais dos doen-
tes com dor h& muito reclamavam. Curiosamente, foi também,
no meu entender, a 52 grande vitéria da APED (as outras
quatro foram o decreto ministerial que instituiu o Dia Nacional
de Luta Contra a Dor, a publicagéo do Plano Nacional de Luta
Contra a Dor, 0 andncio do objectivo estratégico da DGS de,
até 2007, virem a existir Unidades de Dor Aguda e de Dor
Crénica em 75% do hospitais portugueses e a realizacdo pela
FMUP do 1° Curso Pés Graduado de Medicina da Dor, com
patrocinio da Fundagdo Gulbenkian), sem prejuizo de outras
acgoes igualmente vitoriosas mas de menor impacto no meio.
A comemoracéo deste ano, para além de muito participa-
da na sua accao dirigida ao grande publico, com uma meia
maratona e uma caminhada na cidade do Porto, envolveu
ainda uma pequena mas simbolicamente importante campa-
nha publicitaria televisiva e uma ceriménia na Aula Magna da
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, menos
concorrida do que deveria ter sido, pela importancia de
termos tido entre nés H. Breivick, presidente da EFIC e pelo
facto de terem sido publicamente distribuidos os diplomas aos
alunos do 12 Curso de Pés-Graduacdo em Medicina da Dor.

importancia do reconhecimento da Dor como 5°

Sinal Vital, ndo se esgota no facto de passar a

constituir um registo obrigatério, em paralelo com
0s outros quatro que sempre existiram (frequéncia cardiaca,
presséo arterial, temperatura e frequéncia respiratoria). A
partir do momento em que um doente tiver um registo
quantificado de existéncia de dor, deu-se visibilidade a algo
que, eticamente, ndo podera deixar de ser tratado, nem que
seja pela administrag&o rotineira de um simples analgésico,
mas que se deseja seja desencadeador de medidas adicio-
nais de apoio que permitam lidar com esse facto com a
mesma seriedade com que se lida com as alteragbes dos
outros quatro sinais vitais. E se a qualidade de tratamento da
dor ndo fica assegurada apenas pelo facto de reconhecer-
mos a necessidade de a tornar visivel, também n&o é menos
verdade que, a partir do momento em que se estabelece a
obrigatoriedade de a incluir nos sinais vitais, se estd a
aceitar como negligente a sua omissdo. E também um
excelente contributo para as mudancas de indole cultural
gue 0 nosso Pais necessita, 0 que se sauda e se aplaude.

oncluiu-se, com enorme éxito, o 1° Curso de Pos-
Graduacéo em Medicina da Dor. Numa altura em
que se batalha pela possibilidade de obtencéo,
no ambito da Ordem dos Médicos, de uma Competéncia em
Medicina da Dor, temos ja 20 clinicos que, humildemente, se

submeteram a um longo e trabalhoso curso de pés-gradua-
¢cdo, com um exigente e vasto programa inspirado no Core
Curriculum da IASP e avaliagdo em todas as &reas ensina-
das. Construfu-se assim, desde ja, um esqueleto do que
poderao vir a ser, no futuro, as exigéncias curriculares para
a obtencéo da tal Competéncia e serfa bom que ninguém
(repito, ninguém) a pudesse vir a obter sem se submeter
igualmente a uma avaliacéo t&o criteriosa como aquela a que
se submeteram os primeiros e corajosos alunos do Curso de
Pés-Graduagao. O que se deseja, penso eu, com a futura
Competéncia, é termos pessoas devidamente qualificadas e
que, tal como nas Especialidades Médicas, tiveram que
fazer prova da sua competéncia, sem se escudarem em
argumentos oportunistas como o seu passado, 0 reconheci-
mento publico ou outros.

APED vai ganhando assim importancia e suman-

do triunfos, sem prejuizo do desepero que conti-

nuo a sentir em n&o perceber, nas Administragbes
Hospitalares, sinais claros do mesmo empenho pela causa
da Dor que a propria tutela faz questao de, episodicamente,
exibir. Talvez mesmo, inexplicavelmente, também nem todos
0S que S&0 seus associados respondam com a mesma
assiduidade ou energia ao dinamismo dos que a represen-
tam. Ainda assim, Dia Nacional, Plano Nacional, metas para
2007, 5° sinal vital e Curso de P6s-Graduagao, séo prova de
muito trabalho e de enorme entrega a causa. Tem sido
inexcedivel o poder de argumentagdo, de firmeza e de
persisténcia que tem caracterizado a accdo da APED, bem
expressos na forma como se tém obtido respostas instituci-
onais absolutamente pioneiras em todo 0 mundo e, por isso
mesmo, também ja em fase de serem imitadas. Até o Curso
de Pds-Graduacdo, sem eu ter conhecimento de quantos
paises ja optaram por fazé-lo, é algo absolutamente inovador
entre nos, que muitos dirdo n&o ter nada a haver com a
Associagdo, o que discordo. O prestigio, o dinamismo, o
espirito de luta e a capacidade de organizacdo do seu
principal mentor, o Prof. Dr. José M. Castro Lopes, estdo
patentes nos sucessos obtidos, com a sua personalidade a
atravessar incontornavelmente todos eles, mas pergunto se
terfa tido a mesma facilidade em congregar toda a espécie
de colaborac¢Bes que conseguiu para a organizacao teérico-
prética do Curso, se ndo fosse o brilhantismo com que tem
desempenhado o seu papel de Presidente da APED e tam-
bém, através dele, de Tesoureiro da EFIC.

ercebe-se que continuo muito optimista. Gostarfa,
no entanto, de ver as coisas andarem mais de-
pressa no que diz respeito ao crescimento assis-
tencial hospitalar. Até porque a qualidade s6 podera chegar
depois. Mas, mesmo confiante, a vida j& me ensinou a ndo

ser demasiadamente ingénuo e a manter-me atento. Afinal,
pouco falta para 2007!

w DOR
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Editorial I
O desafio da DOR

Deolinda Lima

Ao contrério do que poderia parecer inquestio navel, o
facto de a dor se impor sempre como um problema de salude
a quantos lidam com o deslindar dos mecanismos que Ihe
estdo subjacentes (sejam eles os investigadores ditos “béasi-
cos” ou as entidades financiadoras) tem contribuido mais
para retardar o progresso nesse dominio do que para a
descoberta das tdo almejadas solucdes terapéuticas. Esta a
concluséo a que faciimente se chega quando se comparam
0s conhecimentos alcan¢ados sobre o sistema visual, audi-
tivo ou mesmo tactil, para néo sair do dominio sensorial, € 0
ponto em que nos encontramos no referente ao sistema
nociceptivo. E um sistema complexo, dirdo alguns, altamente
imiscuido noutros sistemas neuronais com 0s quais se rela-
ciona de forma permanente e dindmica, ou, opinardo outros,
falho de estruturagdo anatémica clara, de perfeita segrega-
cdo, em termos de estrutura e localizagao, dos vérios com-
ponentes neuronais. Embora ambas as afirmacbes sejam
correctas, ndo bastam como explicacdo para o atraso senti-
do nesta matéria no momento presente, em particular se
atentarmos no ndo menos complexo, e no entanto, bem
melhor conhecido, processamento auditivo ou visual, € no
que de proveito pratico se tem retirado desse conhecimento.

Sucede com frequéncia em &reas como a Biologia (o
mesmo ja néo se aplica a Engenharia), e parece ser isso o
que neste campo testemunhamos, que a definicdo clara de
objectivos num processo de investigacédo limita a capacida-
de para avaliar dados e elaborar hipoéteses fora do contexto
pré-definido, aquele em que todo o processo se deve desen-
rolar de modo a atingir os fins delineados. Facilmente, por
tanto, sdo ignorados factos, como tal relevantes para a
compreensao do objecto em estudo, tanto por ndo serem
percebidos ou valorizados, apesar de revelados pela expe-
rimentacdo, como por a pesquisa ndo admitir desvios ao
tracado estabelecido sob pena de nos afastarmos da meta
a atingir a ponto de a perdermos de vista.

Embora uma das principais razbes para este estado de
coisas seja 0 caracter peculiar da investigacdo em dor, que
facilmente ultrapassa o de investigacdo pura em Neurocién-
cias para se constituir em investigacdo de um problema de
saude, néo lIhe sdo alheias circunstancias de todos conheci-
das, tais como a definicdo de prioridades pelas Instituicoes
que detém a capacidade de financiamento e a valorizacdo
da investigacdo aplicada ou das relagcdes com a Industria.

Julgo ser a altura de deixarmos de falar em “investigacéo
aplicada” e passarmos a incluir no nosso Iéxico “aplicacées/
aplicadores da investigacdo”. Quem investiga deve perse-
guir o gosto pelo saber, seja ele qual for, e estar atento a
todas as questbes que se lhe levantam, pertinentes ou néo,
com a perseveranga indispensavel para encontrar as respos-
tas mesmo quando é necessario esperar pelas ferramentas
adequadas ou promover a sua construcdo. A investigagao
enquanto procura do saber ¢ sempre “fundamental”, e é
fundamental que assim seja para que o saber ocupe a
posicao de relevo que merece no processo cientifico. Aplica-
¢do da investigacdo acontece quando, movido ou ndo pelas
circunstancias, alguém, o préprio investigador (porque néo)
ou gquem melhor conhece o0 campo de aplicabilidade, desco-
bre que o conhecimento adquirido, aquele preciso saber,
pode ser utilizado para um determinado fim.

E este o desafio que a investigacdo em dor nos coloca:
tentarmos ignorar, nem que por periodos curtos, que aquilo
que procuramos saber pode vir a ter alguma utilidade, para
nos dedicarmos a pesquisa desinteressada; conseguirmos,
mesmo assim mantermo-nos tao préximo dos “aplicadores”
que nada do que de Util nos saia porventura das maos possa
ser desperdicado. Dos “aplicadores” exige-se paciéncia e
compreensao para nos manterem no seu circulo coloquial
apesar das tdo grandes diferencas de linguagem. Talvez dai
nasca um Esperanto que nos aproxime definitivamente e
torne cada vez mais proficua esta relagao.
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José Manuel Castro-Lopes

Mensagem do Presidente da APED

Dando cumprimento a mais um dos objectivos a que nos
tinhamos proposto, foi criado e encontra-se ja activo o site
da APED na internet, no endereco http://www.aped-dor.org.
Trata-se de uma verséo inicial, que ira agora ser desenvolvi-
da no sentido de acrescentar funcionalidades Uteis nao
apenas para 0s associados da APED, mas também para
qualquer prestador de cuidados de saude e para a popula-
cdo em geral. Numa sociedade cada vez mais informatizada,
onde a busca de informagdo tem vindo a aumentar exponen-
cialmente, o primeiro contacto com uma instituicdo faz-se
frequentemente através da utilizacdo da internet. Deste modo,
a “imagem de marca” dessa instituicdo esta, muitas vezes,
associada a forma e conteldo da informagdo que essa
instituigdo disponibiliza na internet. Solicito pois a todos 0s
associados com acesso a internet, que visitem desde ja o
site, e me facam chegar as sugestdes, criticas ou comentarios
que entenderem possam contribuir para o seu melhoramento.

A convite do presidente da Sociedad Espariola del Dolor
(SED), Dr. Manuel Rodriguez, e tirando partido de um simpo6-
sio para apresentacdo de um trabalho cientifico patrocinado
pela filial espanhola de uma empresa multinacional da indus-
tria farmacéutica, realizou-se no final de Maio, uma reunido
entre os presidentes de alguns capitulos ibero-americanos
da International Association for the Study of Pain (IASP). Para
além dos presidentes da SED e da APED, estiveram presen-
tes os presidentes dos capitulos Brasileiro, Chileno, Peruano
e Uruguaio.

O primeiro objectivo desta reunido era dar a conhecer as
diferentes realidades no que respeita as respectivas socie-
dades e ao combate a dor, em paises que tém alguns
aspectos culturais em comum, mas também grandes diferen-
cas socio-econoémicas e organizacionais. Com esta finalida-
de, cada elemento fez uma pequena apresentagdo da sua
Associacao, trabalho desenvolvido e principais objectivos.
Foi um grato prazer constatar a apreciagdo extremamente
positiva e mesmo elogiosa, que 0S Nossos colegas ibero-
americanos manifestaram em relagdo a APED. Os pontos
mais apreciados foram a existéncia de um Plano Nacional de
Luta Contra a Dor, a criagdo de um Dia Nacional de Luta
Contra a Dor, a organizacéo da Corrida Contra a Dor no
ano transacto, a proposta da implementagdo da dor como
5 sinal vital e o consenso obtido com outras 7 sociedades
cientificas em torno da proposta da criagdo da competéncia
em Medicina da Dor. Podemos afirmar sem falsas modéstias,
que em todos estes pontos estamos mais avan¢ados do que
qualquer dos outros paises representados na reunido.

A promocao de intercambios e possiveis actividades con-
juntas era o0 segundo objectivo desta reunido. Neste ambito,
a SED disponibilizou-se para subsidiar estagios de curta
duracdo em Unidades de Dor espanholas, segundo critérios
a definir, desde que o0s estagidrios obtivessem da respectiva
associacdo nacional ou de outras fontes, financiamento para
a viagem. Dado que se pretende que uma hipotética asso-
ciacdo ibero-americana estabeleca pontes multilaterais e nao
apenas univocas, cada associacéo ir4 estudar este assunto
e apresentar propostas concretas num futuro préximo. No

que diz respeito a APED, o intercdmbio com 0S nossos
colegas da Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor
(SBED) podera assumir um papel preferencial. Foi alias
nesse sentido que o presidente da SBED, Dr. Jaime Olavo
Marquez, propds a realizagdo do 1° Congresso Luso-Brasilei-
ro de Dor, a realizar em simultdneo com o congresso da
SBED que tera lugar em Setembro de 2004 em Florianopolis.
Ciente de que um numero aprecidvel de colegas portugue-
ses ja& participaram no anterior congresso da SBED, esta é
uma proposta que iremos estudar com algum cuidado pois
a sua concretizacdo ndo depende apenas da (boa) vontade
dos dirigentes da APED e da SBED, mas dos apoios que
ambas as associa¢des conseguirem reunir.

Um outro campo de cooperagéo ibero-americana poderia
ser a realizacdo de estudos conjuntos, potenciando assim o
seu interesse e impacto cientifico pelo recrutamento de
populacdes distintas. A troca de informagdo é condigéo
indispensavel a concretizacao deste objectivo, pelo que para
além de comunicagbes regulares entre os presidentes das
associacoes, foi proposta a criagdo de uma pagina na
internet, onde possa ser disponibilizada toda a informagao
relevante para a comunidade ibero-americana.

Desta reunido resultou pois, 0 embrido de uma nova
associagdo, cujos contornos terdo que ser estudados com o
cuidado necessério, pelas direccdes das associagbes que
estiveram na sua génese. Pessoalmente, creio ter deixado
bem expresso aos meus colegas ibero-americanos, que as
obrigacdes profissionais de todos nds, bem como o rigor
ético e deontolégico que deve pautar a nossa actividade,
s80 cada vez mais incompativeis com iniciativas de turismo
pseudo-cientifico. Uma hipotética associagao ibero-america-
na contra a dor so terd razdo de existir se, na sequéncia do
empenhamento de todos os intervenientes, trouxer vanta-
gens acrescidas ao combate a dor nos paises participantes.
O futuro demonstrara se as boas vontades agora expressas
resultam em sinergias com expressdo pratica relevante. Se
assim for poderdo contar com o0 meu apoio.

PS. Escrevo este texto a escassos 10 dias da comemoragdo
do 5° Dia Nacional de Luta Contra a Dor. Dando seguimento a
uma deliberacdo da direccdo da APED, esforcdmo-nos por
realizar este ano uma ceriménia comemorativa que pudesse
atrair as entidades governamentais, com o intuito de as sensi-
bilizar para a necessidade de incrementar o ritmo de aplicagdo
do Plano Nacional de Luta Contra a Dor. Nesse sentido,
tentdmos concentrar na mesma ceriménia a celebragdo do
5¢ Dia Nacional de Luta Contra a Dor, 0 encerramento do 1°
Curso de Pés-graduagdo em Medicina da Dor, e o eventual
anuncio publico da aprovagao de uma proposta apresentada
ao Senhor Alto Comissério para a Saude pela Comissédo de
Acompanhamento do Plano Nacional de Luta Contra a Dor.
N&o sei ainda se 0s objectivos seréo atingidos, mas segura-
mente que continuaremos a lutar pelas nossas convicgoes,
sempre com 0 objectivo Ultimo de melhorar as condicdes
assistenciais a quem sofre de dor no nosso pals, utilizando
todas as “armas” que estiverem ao nosso alcance, qualquer
que seja 0 “‘campo de batalha” em que nos encontremos.

o1 DOR



o DOR

Dor (2003) 11

Estudo de expressao do Drgi1
nas regioes cranianas durante o
desenvolvimento das vias nociceptivas

Osdrio LA, Rebelo S, Reguenga C, Lima D

Resumo

Os mecanismos moleculares que estdo na origem da especificacdo dos neurénios sensoriais nociceptivos
s6 agora comecam a ser entendidos, principalmente através da identificacdo e caracterizacao de varios
factores de transcricao implicados neste processo. Um destes factores, o Drg11, tem um papel determinan-
te no desenvolvimento do sistema nociceptivo. Com o intuito de melhor conhecer a sua funcéo, procedeu-
se neste trabalho a identificacao dos locais de expressdao do Drg11 na regido craniana de embrides de
ratinho, para o que se utilizou a técnica de hibridacao in situ. Para além dos neurdnios aferentes primarios
dos ganglios raquidianos e dos respectivos alvos, o Drg11 expressa-se em locais funcionalmente equiva-
lentes na regiao craniana: o ganglio e o nucleo trigeminal.

Palavras chave: Drg11. Dor. Nociceptores. Complexo trigeminal. Aferentes primarios. Medula espinal.

Summary

The molecular mechanisms involved in the specification of sensitive neurons are just being revealed
through the identification and characterization of several transcription factors that participate actively in
this process. One of these, Drg11, seems to have an essential function in the development of nociceptive
pathway. In order to better understand its function, the authors performed in situ hybridization experiments
to identify the expression of Drg11 in the encephalic region of mouse embryo. Beyond the known
expression in neurons of the dorsal root ganglion in the spinal cord, Drg11 is expressed in functionally

Key words:

equivalent sites of the encephalon: the trigeminal ganglion and nucleus.

Introducao

Todos os organismos dependem de uma sé-
rie de comportamentos que garantem a sobre-
vivéncia. Apos a exposicdo a um estimulo noxi-
co (mecénico, quimico ou térmico) os animais
executam um programa de proteccgao para evi-
tar danos tecidulares. Células especializadas
dentro de sistema nervoso periférico detectam
estes estimulos néxicos e levam a informacao
ao sistema nervoso central. Estes neurdnios
nociceptivos sdo anatdmica e funcionalmente
distintos dos neurénios sensiveis a estimulos
inécuos, tal como o tacto (mecanorreceptores)
e a informacdo posicional (proprioceptores)
(Scott, 1992).

Instituto de Histologia e Embriologia
Faculdade de Medicina e IBMC
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O processamento da informagao sensitiva
proveniente dos tecidos periféricos tem lugar
na medula espinal e tronco cerebral. Na medula
espinal, os aferentes sensitivos nociceptivos
projectam para as laminas superficiais da parte
dorsal (Lima D, 1998), enquanto na regido cra-
niana, as funcdes sensoriais somaticas se pro-
cessam através do sistema trigeminal (Sewar-
ds, et al.,, 2002). Os mecanismos moleculares
que estao na origem da especificacdo destes
neurénios sensoriais ao longo do desenvolvi-
mento s6 agora comecam a ser entendidos,
principalmente através da identificacdo e ca-
racterizacado de varios factores de transcricdo
implicados neste processo (Ma, et al., 1999;
Bertrand, et al., 2002; Caspary, et al., 2003).

Na medula espinal, o Drg11, um factor de
transcricdo da familia dos homeobox, foi recen-
temente descrito como tendo um papel deter-
minante para o correcto estabelecimento das
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conexdes entre 0s neurdnios nociceptivos aferen-
tes primarios € os seus alvos nas laminas super-
ficiais do corno dorsal (Chen, et al., 2001). O
estudo dos genes que actuam a montante do
Drg11 sugere que esta proteina seja regulada de
forma distinta nos génglios raquidianos e na me-
dula espinal, apontando assim para a possibilida-
de de existirem diferentes modos de accdo do
Drg11, conforme a especificidade do local de
expressao (Chen, et al., 2001; Quian, et al., 2002).
Neste trabalho procedeu-se identificar, por
recurso a técnica de hibridacdo in situ, 0s
varios locais de expressédo do Drg11, com par-
ticularmente realce para a regido craniana.

Materiais e métodos
Extraccdo de RNA total

Quatro ratinhos, com uma semana de idade,
foram sacrificados de acordo com os padroes
éticos vigentes (Zimmermann, 1983). Os res-
pectivos ganglios raquidianos foram recolhidos
e utilizados para a extraccao de RNA total
através do método do tiocianeto de guanidina
utilizando-se para este fim o produto RNA-
gents®, Total RNA Isolation System (Promega),
de acordo com as instrugdes do fabricante.

Sintese das sondas ribonucleicas

O cDNA correspondente aos nucleétidos
327-807 da sequéncia de Drg11 de ratinho
(GenBank AK039633) foi amplificado por RT-
PCR a partir de RNA total de ganglios raquidi-
anos, utilizando-se para este efeito os primers
5’-aaggaacccatggcagag-3” e 5’-tcatacacitcttc-
tctceetege-3°. O fragmento obtido foi purificado
e clonado, por TA cloning, no plasmidio pCR2.1
(Invitrogen). Os plasmidios contendo a insercéo
foram purificados e utilizados para a sintese de
sondas ribonucleicas antisense (complementar ao
mRNA de Drg11) e sense (controlo negativo),
marcadas com digoxigenina, utilizando-se para
este fim o produto DIG DNA Labeling Kit (Roche).

Hibridagéo in situ

Para a hibridagao in situ, os tecidos embri-
onarios de ratinhos de varias idades foram
fixados em 4% paraformaldeido durante 12 h
a 4 °C e crioprotegidos numa solucdo de 30%
(p/v) de sacarose em tampéo fosfato até serem
processados. O material foi entdo criosecciona-
do, em cortes com espessura de 10 um. Apds
montagem em laminas, os cortes foram fixados
em 4% paraformaldeido durante 20 min, lavados
em PBS e tratados com proteinase K (0,4 ug/ml)
durante 7 min. Apds lavagem com PBS, os
cortes foram novamente fixados em 4% parafor-
maldeido durante 15 min, lavados com PBS e
incubados com o tampéao de hibridacédo (50%
formamida, 5X SSC, 0,3 mg/ml tRNA, 100 ug/m!
de heparina, 1X solucédo de Denhardt, 0,1% (p/
v) Tween 20, 0,1% (p/v) CHAPS e 5 mM EDTA)

durante 4 h a 56 °C. De seguida, os cortes
foram incubados com as sondas RNA em tam-
pao de hibridacdo numa diluicdo de Tug/ml
durante 16 h a 56 °C. Apds a ligacéo, as prepa-
racoes foram lavadas, pré-incubadas durante 1 h
com 20% de soro em PBT, e incubadas 16 h, a
4 °C, com um anticorpo antidigoxigenina conju-
gado com a fosfatase alcalina. A revelagao foi
efectuada com os cromogénicos NBT e BCIP.

Coloragéo pelo formol-tionina

Os cortes foram corados por formol-tionina
de acordo com procedimentos padréo (Donovi-
ck, 1974). Brevemente, as preparacbes foram
incubadas 5 min com a solugcdo de acetona
acida (80% de acetona em acido acético), lava-
das com agua e coradas com 0,1% de tionina
durante 7 min. A descoloracédo foi efectuada
com uma solucao contendo 66% de propanol e
3% de &cido acético.

Resultados

Para proceder a hibridacéo in situ, foi sinteti-
zada uma sonda ribonucleica conforme descri-
to nos materiais e métodos. A especificidade
desta sonda foi testada por controlo negativo
com uma sonda RNA sense produzida para o
efeito. As experiéncias de hibridacdo in situ
foram efectuadas em seccbes de tecido embri-
onario. De acordo com dados recentes (Chen,
et al., 2001; Quian, et al., 2002), o Drg11 ex-
pressa-se inicialmente nos ganglios raquidia-
nos de embrides de 11,5 dias de idade (E11.5),
seguindo-se, um dia mais tarde, expressao no
corno dorsal da medula espinal. Este padréo
de expressdo mantem-se em idades embriona-
rias mais tardias (Fig. 1a), e durante algumas
semanas pos-natais (dados ndo apresentados).
A expressdo detectada é especifica uma vez
gue ndo se observa nenhuma marcagéo com a
sonda ribonucleica controlo (Fig. 1b). Em colo-
racbes citoarquitecténicas pelo formol-tionina
(Fig. 1c), confirma-se a expressdo do Drg11
nas laminas superficiais do corno dorsal da
medula espinal, regido que recebe os aferentes
primarios nociceptivos vindos do ganglio raqui-
diano.

Em seccdes coronais da porcéo craniana de
embrides de ratinho, detectou-se marcacao nos
ganglios trigeminais (Fig. 2a), conforme € reve-
lado por colorac&o de cortes adjacentes com
formol-tionina (Fig. 2b), e nas laminas superfici-
ais dos nucleos trigeminais (Fig. 3a, b). O com-
plexo trigeminal sensitivo divide-se em dois
componentes, as por¢des espinal e principal
(Sewards, et al., 2002). De modo a possibilitar
uma visualizacdo mais clara das diversas por-
¢bes do complexo trigeminal, foram utilizados
cortes transversais. Foi detectada expresséo do
Drg11 nas por¢ées espinal e principal do nu-
cleo trigeminal (Fig. 3c), estruturas identificadas
através da coloragao por formol-tionina (Fig. 3d).
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A) Drgll antisense B) Drgll sense )

Formol-tionina

Figura 1. Expressdo do Drg11 na medula espinal e nos ganglios raquidianos. Hibridagcdo in situ com uma sonda
ribonucleica de Drg11 antisense (A) e sense (B) a partir de cortes transversais da medula lombar de embribes de
ratinho no dia E14.5. Em (C) um corte adjacente corado por formol-tionina. As setas indicam expressédo de Drg11

nos ganglios raquidianos (DRG) e nas ldminas superficiais do corno dorsal da medula espinal.

a) Drgll

B) Formol-tionina

Figura 2. Expressao do Drg11 nos ganglios trigeminais. A) Hibridagdo in situ com uma sonda ribonucleica de Drg11
em secgbes coronais da regido craniana de embribes de ratinho no dia E14.5. B) Coloracdo por formol-tionina de
uma secgdo adjacente (B). As setas indicam a localizagdo dos ganglios trigeminais.

Discussao

O Drg11 é um dos factores de transcricédo
essenciais ao desenvolvimento das vias noci-
ceptivas (Chen, et al., 2001; Quian, et al., 2002).
Actualmente, é o Unico em que o silenciamento
do respectivo gene provoca alteragdes exclusi-
vamente no sistema nociceptivo, nomeadamen-
te deficiéncias na penetracdo das projeccdes
dos neurdnios nociceptivos dos ganglios raqui-
dianos nas laminas superficiais do corno dorsal
da medula espinal (Chen, et al., 2001). Contu-
do, muito pouco se sabe sobre o modo de
accédo do Drg11. Neste estudo demonstra-se
que o Drgl11 se expressa ndo apenas nos
ganglios raquidianos e nas laminas superficiais
do corno dorsal da medula espinal, mas tam-
bém nas regides cranianas funcionalmente equi-
valentes, nomeadamente os ganglios trigemi-
nais e as porcoes espinal e principal.

O complexo trigeminal sensitivo recebe afe-
rentes primarios de estruturas orofaciais e pode
ser comparado ao corno dorsal da medula
espinal. De facto, os aferentes nociceptivos

com origem nos ganglios trigeminais projectam
para as laminas superficiais do complexo trige-
minal (Sewards, et al., 2002). Assim, os dados
disponiveis sublinham o papel do Drg11 na
conexao entre o primeiro € o segundo neurénio
da via nociceptiva ao longo de todo o eixo
rostrocaudal. Resta esclarescer, por meio de
técnicas mais sensiveis, se o0 Drg11 se expres-
sa também em zonas ditas de terceira ordem
para 0 processamento nociceptivo, tal como o
talamo. A verificar-se, estes resultados apoiam a
hipdtese do Drg11 estar implicado no estabeleci-
mento das vias nociceptivas na sua globalidade.

Agradecimentos

Este trabalho foi financiado através- do pro-
jecto FCTSapiens 32257/99.

Bibliografia

Bertrand N, Castro DS, Guillemot F. Proneural genes and the specification
of neural cell types. Nat Rev Neurosci 2002;3(7):517-30.

Caspary T, Anderson KV. Patterning cell types in the dorsal spinal cord:
what the mouse mutants says. Nat Rev Neurosci 2003;4:289-97.



Osdrio LA, et al.: Estudo de expressao do Drg11 nas regides cranianas durante o desenvolvimento das vias nociceptivas

A) Drgll
’t
h
\ 4
\ SAP
N !
b Y
1
]
\
L
C) Drgll
\ e "
L] y !
f(f y ‘ 1
W
.. ‘.- .. l" .."".-
\ .‘. “‘. .{l '. ‘
-, "’.\

B) Drgll
/
|
|
\
\
\ 4 /
~ g
N ‘:“'
\ .
\ "
D) Formol-tionina

Figura 3. Expressao do Drg11 nos ndcleos trigeminais. A) Hibridacdo in situ com uma sonda ribonucleica de Drg11
em secgbes coronais da porgdo craniana de embrides de ratinho no dia E14.5. B) Ampliacdo da regido delineada
por uma caixa em A. As setas indicam a expressao do Drg11 no sistema trigeminal. C) Hibridagao in situ com uma
sonda RNA de Drg11 em secgbes transversais da por¢do craniana de embrides de ratinho no dia E18.5.

D) Coloragao por formol-tionina de uma secgdo adjacente. As setas tracejadas indicam a localizagdo do nucleo
trigeminal principal enquanto que as cabecas de setas indicam o nucleo trigeminal espinal.
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Expressao de receptores NK1 e
GABA_ em neuronios nociceptivos da
medula espinhal do rato

Castro AR, Pinto M, Lima D, Tavares |

Resumo

Neste trabalho estudou-se a participacédo dos receptores NK1 e GABA, da medula espinhal no processa-
mento de estimulos dolorosos mecanicos aplicados de forma sustentada na pele do rato. Para o efeito
combinamos a reacc@o imunocitoquimica para cada um dos receptores com a deteccdo da proteina Fos,
cuja sintese foi induzida em neurdnios do corno dorsal da medula espinhal pelo estimulo doloroso atras
mencionado. Para além disso, efectuamos reac¢des imunocitoquimicas triplas em que se detectava, em
simulténeo, os receptores NK1, os receptores GABA, e a proteina Fos. Os resultados mostraram que, para
ambos os receptores, eram preferencialmente recrutados os neurénios da lamina | e que era, também ai,
que os dois receptores co-localizavam no mesmo neurénio. O balanco das influéncias excitatérias e
inibitérias exercidas pelos neurdnios da lamina | que exprimem aqueles receptores deve ser crucial na
determinacé@o do impulso nociceptivo transmitido para as areas supraspinhais.

Palavras chave: Dor mecanica. Corno dorsal. Proto-oncogene c-fos.

Abstract

In this study we analysed the involvement of NK1 and GABA_ receptors at the spinal dorsal horn in the
transmission of nociceptive mechanical input sustainely applied to the skin of the rat. For this purpose we
combined an immunocytochemical reaction for each receptor with the detection of the Fos protein, which
was induced in dorsal horn neurons by the noxious stimulus refered above. We also carried out a triple
immunoreaction for both receptors and for the Fos protein. The results show that each receptor was
preferentially activated in nociceptive lamina | neurons and that this lay was also where co-localization of
the two receptors occurred in the same neuron. The balance between excitatory and inhibitory influences
exerted by the NK1 and GABA, receptors on lamina | neurons is likely to be critical in the nature of
nociceptive input transmitted to supraspinal regions.

Key words: Mechanic pain. Dorsal horn. C-fos proto-oncogene.

Introducao

A transmisséo da informacé&o nociceptiva
na medula espinhal envolve a participacdo de
diversos neurotransmissores. De entre 0s neu-
roagentes de maior importancia destacam-se a
substancia P (SP) e o &cido gamaaminobutirico
(GABA). Relativamente a SP, encontra-se per-
feitamente estabelecido que este peptideo se
liberta no corno dorsal da medula espinhal
apods estimulacdo noxica de tecidos periféricos

Instituto de Histologia e Embriologia
Faculdade de Medicina e IBMC
Universidade do Porto, Portugal

(para revisao ver Snijdelaar, et al., 2000). Sabe-
se, também, que a acgao da SP no processa-
mento doloroso na medula resulta duma accgéo
directa sobre receptores NK1. No corno dorsal
da medula espinhal, a area envolvida no proces-
samento de informacéo dolorosa, os receptores
NK1 predominam nas laminas | e Il (Littlewood,
et al., 1995; Mantyh, et al., 1985) e, dado que
a rizotomia dorsal ndo reduz a expressao da-
queles receptores, pensa-se que 0s receptores
NK1 tenham uma localizacdo pods-sinaptica
(Yashpal, et al., 1991). Os estudos do papel dos
receptores NK1 na transmissdo dolorosa na
medula espinhal centralizaram-se em estimulos
noxicos agudos. Verificou-se que a injecgcao de
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antagonistas daqueles receptores bloqueia as
respostas de neurénios nociceptivos (McCar-
son e Krause, 1996; Radhakrishnan, et al.,
1998). Por outro lado, a aplicacao intratecal de
SP induz um aumento das respostas comporta-
mentais a estimulos dolorosos agudos (Bjork-
man, et al., 1994; Malmberg e Yaksh, 1992).
Mais recentemente, os estudos foram alargados
a situacdes de dor prolongada. A destruicao
selectiva de neurdnios espinhais que exprimem
o receptor NK1 resulta na diminuicdo da hipe-
ralgesia induzida pela administracao intraplan-
tar de substancias irritantes como a capsaicina
(Manthy, et al., 1997). Para além disso, a admi-
nistracéo intratecal de antagonistas dos recep-
tores NK1 diminui as respostas na segunda
fase do teste do formol quando ha uma sensi-
tizacao dos neurodnios do corno dorsal, mas néao
altera a primeira fase do teste e atenua, de
modo dependente da dosagem, a hiperalgesia
térmica e mecéanica apds injeccdo de carrage-
nina (Traub, 1996). Em conjunto, os dados apre-
sentados sugerem que os receptores NK1 tém
um papel importante na producao de hiperalge-
sia e alodinia.

Relativamente ao GABA, sabe-se que é um
dos principais neurotransmissores inibitérios no
sistema nervoso central. O envolvimento da-
quele aminoacido na transmissdo sensitiva na
medula espinhal encontra-se profundamente
demonstrado, tendo-se verificado que participa
na despolarizacéo dos aferentes primarios (Ec-
cles, 1964). A accdo do GABA na modulagao
da transmiss&o dolorosa na medula espinhal
parece fazer-se sobretudo através de recepto-
res GABA, ndo sendo consensual a participa-
cao dos receptores GABA, (Castro, et al., 1999;
Hammond e Drower, 1984). No corno dorsal da
medula espinhal, os receptores GABA, concen-
tram-se nas laminas I-IV (Bowery, et al., 1984,
1987), onde se admite que exercam 0S seus
efeitos através de mecanismos pré- e pos-si-
napticos. O baclofeno, agonista dos receptores
GABA,, diminui a transmissdo sinaptica excita-
téria por mecanismos que envolvem a diminui-
céao da libertacao de aminoacidos excitatérios e
neuropéptidos de aferentes primarios (Kangrga,
et al., 1991, Malcangio e Bowery, 1993). Pds-
sinapticamente, verificou-se que o baclofeno
provoca a hiperpolarizagdo da membrana de
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal
(Kangrga, et al., 1991). Os receptores GABA,
participam na transmisséo de estimulos doloro-
sos agudos dado que a administrac&o intrate-
cal de baclofeno induz analgesia em diversos
testes comportamentais (Hammond and Wa-
shinghton, 1993; Malcangio, et al., 1991). O
envolvimento dos receptores GABA, em situa-
cdes de dor sustentada encontra-se também
demonstrado. As respostas comportamentais
na segunda fase do teste do formol sdo aumen-
tadas na presenca de antagonistas dos recep-
tores GABA, (Green e Dickenson, 1997). A

apoiar estes dados, surgem outros estudos que
mostram que a actividade de neurdnios nocicep-
tivos espinhais, avaliada pela expressédo da pro-
teina Fos cuja sintese é induzida por activacéo
do proto-oncogene c-fos, diminui em animais
com uma inflamacéo articular crénica apés a
administracdo de baclofeno (Castro, et al., 1999).

O balanco entre as influéncias excitatérias e
inibitérias exercidas sobre 0os neurdénios espi-
nhais determinam as caracteristicas dos impul-
sos dolorosos transmitidos supraespinhalmente.
Porém, desconhece-se o modo como estas
duas influéncias actuam individualmente sobre
0s neurdnios nociceptivos da medula espinhal.
Com o proposito de esclarecer a participacao
relativa dos receptores NK1 e GABA, na trans-
missdo da informacdo nociceptiva na medula
espinhal realizamos um estudo em duas eta-
pas. Na primeira, a detec¢c&o imunocitoquimica
de cada um dos receptores foi combinada com
a imunorreacc¢céo para a proteina Fos, induzida
por estimulo doloroso cutdneo mecéanico aplica-
do a pele durante 2 h. Posteriormente, procede-
mos a realizacdo de uma tripla imunorreaccéo
destinada a avaliar a co-localizagdo dos dois
receptores, pelo que combinamos, Nos mesmos
cortes, a deteccédo imunocitoquimica da prote-
ina Fos com a daqueles receptores.

Materiais e métodos

Neste trabalho foram usados 12 ratos machos,
da estirpe Wistar, provenientes dos laboratoérios
Charles River (Espanha), mantidos de acordo
com a legislacdo em vigor (Directiva 86/609 da
Unido Europeia). Os animais foram anestesia-
dos com pentobarbital i.p. (50 mg/kg) e subme-
tidos a estimulagcdo ndxica mecénica de uma
area restrita da pele que recobre a parte interna
do membro posterior esquerdo. Usamos um pro-
tocolo de estimulacdo mecénica ja publicado
(Lima, et al., 1993; Tavares, et al., 1993, 1995),
qgue consiste em beliscar a pele com uma pin¢a
de dentes de rato, a intervalos de 2 min e com
intensidade controlada. Duas horas apds o ini-
cio da experiéncia, os animais foram perfundi-
dos com uma mistura de paraformaldeido a 4%
e acido picrico a 14%. Apds a perfusdo, os
segmentos T ,-L, da medula espinhal foram re-
movidos, pos-fixados na mesma solucéo de fixa-
cao e cortados com uma espessura de 60 um.
Os animais foram, entédo, divididos em dois
grupos de seis ratos consoante se destinavam
as reaccbes imunocitoquimicas duplas ou tri-
plas. Nas reacc¢bes imunocitoquimicas duplas,
os cortes foram incubados num anticorpo con-
tra a proteina Fos e usou-se um fluorocromo
que, observado em microscopia de fluorescén-
cia, emite radiac8es cujo comprimento de onda
€ de 519 nm, pelo que 0s ndcleos imunorreac-
tivos para a proteina Fos eram observados com
a cor verde. Apds varias lavagens, uma das
séries de cortes foi incubada em anticorpo que
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reconhece os receptores NK1 enquanto na ou-
tra série se usava um anticorpo contra os re-
ceptores GABA,. A revelacdo dos receptores
NK1 e GABA, foi feita de modo semelhante, isto
€, usando um anticorpo secundario biotinilado,
seguido de um fluorocromo que, quando exci-
tado em microscoépio de fluorescéncia, emite
radiacédo com 617 nm por neurdnios imunoreac-
tivos para os receptores NK1 ou GABA, pelo
que estes apareciam com a cor vermelha. Em
cada imunorreaccéo dupla, ou seja Fos + NK1
ou Fos + GABA, foram examinados 15 cortes,
aleatoriamente seleccionados, usando um mi-
croscopio de fluorescéncia que fazia secciona-
mento optico (microscoépio confocal). No corno
dorsal da medula espinhal (laminas | a V),
contaram-se todos 0s neurdnios imunorreactivos
para a proteina Fos, para cada um dos recepto-
res e duplamente marcados para a proteina Fos
e para cada um dos receptores. Usou-se o
teste de X2 corrigido para comparac6es multi-
plas para comparar as percentagens de neuro-
nios que exibiam imunorreaccao simultanea
para a proteina Fos e para o receptor NK1 com
0S que possuiam reac¢éo para a proteina Fos e
para os receptores GABA,.

Na reaccdo imunocitoquimica tripla usamos
um protocolo similar ao anteriormente descrito
mas utilizamos 3 fluorocromos que conferiam
uma cor distinta a proteina Fos, aos receptores
NK1 e aos receptores GABA,. Para o efeito, a
proteina Fos foi revelada por um anticorpo de-
tectado por fluorocromo que emite a 688 nm,
sendo observada com a cor azul. Os cortes
foram de seguida, incubados em anticorpo con-
tra os receptores NK1 e revelados com o fluo-
rocromo que emite na gama do verde. Para os
receptores GABA, usou-se o fluorocromo que
emite na radiacdo vermelha. Foram contados,
em 15 cortes da medula escolhidos ao acaso,
0S neuroénios imunorreagidos para cada um dos
receptores, para a proteina Fos ou triplamente
marcados. As percentagens de neurdénios que
co-localizavam os receptores NK1 e os recepto-
res GABA, foi comparada consoante as células
continham ou nao a reaccéo para a proteina Fos.

Resultados

Os receptores NK1 e GABA, ocorriam em
pericarios e fibras dispersos na substancia cin-
zenta da medula espinhal (Fig. 1A e 1B) mas a
qguantificacdo restringiu-se aos pericarios que
ocorriam no corno dorsal (Fig. 2). A maioria dos
pericarios com reaccao imunocitoquimica para
os receptores NK1 ocorria na lamina | (75%)
enquanto os valores nas laminas I, Il e V-V
eram semelhantes (cerca de 8% em cada). Os
pericarios imunorreactivos para 0s receptores
GABA, predominavam nas laminas IV-V (70%),
seguidos da lamina | (21%). Foram observados
poucos neurdnios nas laminas Il e Il (6 e 3%,
respectivamente).

Figura 1. Microfotografias de fluorescéncia mostrando
0 mesmo neurdnio (setas) triplamente marcado para os
receptores NK1 (A), GABA, (B) e proteina Fos.

Figura 2. Distribuicdo dos receptores NK1 (circulos) e
GABA, (triangulos) no corno dorsal da medula
espinhal. Cada simbolo representa 10 neurdnios que
exprimem o respectivo receptor.

A expressado da proteina Fos era detectada
pela presenca de nucleos de contornos bem
definidos onde ocasionalmente sobressaiam os
nucléolos (Fig. 1C). Estes distribuiam-se diferen-
cialmente nas vérias ldminas do corno dorsal da
medula espinhal, predominando na lamina |
(45%), seguindo-se a lamina Il (33%), a lamina
IV-V (15%) e por ultimo a lamina Il (7%). Esta
distribuicdo diferencial da proteina Fos esta de
acordo com os dados de estudos previamente
publicados usando o mesmo protocolo de es-
timulacédo dolorosa (Lima, et al., 1993; Tavares,
et al., 1993, 1995).

Os neurdnios duplamente marcados para um
dos receptores e para a proteina Fos encontra-
vam-se predominantemente na lamina | quer
nos receptores NK1 (81%) quer nos GABA,
(73%). A proporgcao de neurénios com recepto-
res NK1 que também era imunorreactiva para a
proteina Fos era superior na lamina | atingindo-
se diferencas estatisticamente significativas quan-
do se comparavam com a lamina Il (Fig. 3).
Relativamente aos receptores GABA,, ocorria
um predominio mais acentuado da dupla mar-
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Figura 3. Percentagens (+ erro da média) dos neurdnios marcados para os receptores NK1 (barras brancas) ou para
os receptores GABA, (barras tracejadas) que também estavam marcados para a proteina Fos (*p<0.05; ***p<0.005).

cacéo na lamina | (Fig. 3). Quando se compa-
ravam entre si as proporcdes de neurdnios
duplamente marcados para cada receptor, veri-
ficou-se que os receptores NK1 predominavam
sobre os GABA, nas laminas Il e IV-V enquanto
0 oposto acontecia na lamina Il (Fig. 3). As
percentagens de neurdnios marcados para a
proteina Fos e que também eram imunorreacti-
vos para um dos receptores era largamente
superior na lamina | (Fig. 4). Quando os dois
receptores eram comparados entre si, detecta-
mos um predominio acentuado da dupla mar-
cagéo para os receptores GABA, em todas as
laminas do corno dorsal (Fig. 4).

No estudo da tripla marcacgéo, verificamos
que 0s pericarios que co-localizavam os dois
receptores ocorriam quase exclusivamente na
lamina |. Destes, a grande maioria (63%) tam-
bém apresentava imunorreacgéo para a protei-
na Fos.

Discussao

Os resultados deste estudo em que analisa-
mos a participacao dos receptores NK1 e GA-
BA, no processamento de informagéao dolorosa
mecanica, revelaram novas perspectivas da
participacdo daqueles receptores nos neuroéni-
os individuais do corno dorsal da medula
espinhal. No que respeita a anélise dos da-
dos relativos aos receptores NK1, é pertinen-
te salientar que as proporcdes de neurdnios
nociceptivos que exprimem receptores NK1 é
absolutamente idéntica as obtidas noutros estu-
dos em que a sintese da proteina Fos era
induzida por diversos tipos de estimulos noci-
ceptivos (Doyle e Hunt, 1999). Deste modo, os
nossos resultados reforcam a proposta feita por
aqueles autores de que 0s neurdnios da lamina |
que exprimem os receptores NK1 estdo envolvi-
dos na discriminacdo da intensidade dolorosa,
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Figura 4. Percentagens (+ erro da média) dos neurdnios marcados para a proteina Fos e que também exprimiam 0s
receptores NK1 (barras brancas) ou os receptores GABA, (barras tracejadas; *p<0.05, **p<0.005).
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enguanto os neurdnios das laminas profundas
estardo sobretudo relacionados com a identifi-
cagao do tipo de estimulo nociceptivo (Hunt,
2000; Hunt e Manthy, 2001).

A analise quantitativa da distribuicdo de peri-
carios imunorreactivos para os receptores GA-
BA, no corno dorsal da medula espinhal foi
efectuada pela primeira vez no nosso estudo
tendo-se sido verificado que predominavam nas
laminas IV-V. Para além disso, o nosso estudo
foi o primeiro a abordar a activacdo nociceptiva
de neurdnios espinhais que exprimem oS re-
ceptores GABA, sendo evidente um predomi-
nio da activagdo na lamina |. E possivel que a
natureza do estimulo doloroso aplicado possa
determinar o local de recrutamento dos neuro-
nios com receptores GABA,. A apoiar esta su-
gestao, existem dados que mostram que, na
dor inflamatdria, o baclofeno inibe preferencial-
mente as respostas nociceptivas de neurdnios
das laminas profundas do corno dorsal (Burito-
va, et al., 1996).

Da analise global dos resultados deste trabalho
sobressai a expresséo preferencial dos recepto-
res NK1 e GABA, em neuronios nociceptivos da
lamina |. De facto, tanto os neurdnios dupla-
mente marcados para cada um dos receptores
e para a proteina Fos como os triplamente
marcados ocorriam na lamina |. Dado que a
lamina | esta envolvida na transmissédo supras-
pinal de informac&o nociceptiva (Lima, 1997), o
balanco de influéncias excitatérias e inibitérias
exercidas sobre estes neurénios deve ser deter-
minante na transmissao supraspinal de informa-
¢ao nociceptiva. Torna-se crucial analisar se o
referido balanco se altera quando o sistema
processa outro tipo de informacédo dolorosa,
nomeadamente na dor cronica. Para o efeito,
temos em curso um estudo em que a metodo-
logia aqui descrita é aplicada a um modelo de
inflamacé&o articular croénica.
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A anandamida, um agonista endégeno
do receptor vanildide, aumenta durante
a inflamacao da bexiga e contribui
para a hiperreflexia e alodinia

Avelino A", Dinis P?, Charrua A', Nagy P, Yacoob M¢, Cruz F'?

Resumo

bexiga durante a inflamacao.

SR141716A. Capsazepina.

A anandamida (ANA), um lipideo endégeno, mostrou capacidade de activar o receptor vanildide (VR1) in
vitro. Dado que a ANA é um agonista endégeno quer do VR1, quer do receptor canabindide 1 (CB1),
estudou-se (i) a variacao da concentracao da ANA na cistite cronica; (ii) o efeito da aplicacao de ANA e de
ANA em conjunto com SR141716A, um antagonista do CB1, e com a capsazepina (CPZ), um antagonista do
VR1, em bexigas normais de ratos, e (iii) a possibilidade da ANA induzir dor na bexiga e desta ser mediada
por nociceptores sensiveis a capsaicina. Verificou-se que: (i) a ANA aumenta na inflamacao; (ii) a sua
aplicacao aumenta as contraccoes vesicais, e (iii) que induz dor através de nociceptores sensiveis a
capsaicina. Estes resultados podem ser relevantes para a compreensao da dor e da hiperactividade da

Palavras chave: Inflamacdo vesical. Anandamida. Receptor vanildide tipo 1. Receptor canabindide 1.

Introducéao

O receptor vanildide tipo 1 (VR1) é um canal
cationico ndo selectivo (McCleskey e Gold,
1999). Este receptor parece desempenhar um
papel importante no desenvolvimento da alodi-
nia (Vizzard, 2000) e da hiperactividade vesi-
cais (Cruz, et al.,, 2002) subsequentes a infla-
macao da bexiga. De facto, a regulacéo
negativa do VR1 através da ac¢éao da resinife-
ratoxina (RTX) diminui a alodinia e a hiperactivi-
dade vesical em ratos cujas bexigas foram
cronicamente inflamadas por um agente quimi-
co (Dinis, et al., submetido para publicacao).
Por outro lado, a aplicacdo de um ligando
exdégeno especifico do VR1, a capsaicina, des-
perta dor no homem, comportamento doloroso
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Medicina do Porto e IBMC, 4200-319 Porto, Portugal
2Departamento de Urologia, Hospital S. Jao,

4200-319 Porto, Portugal
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“Novartis Institute for Medical Research, Londres,
Reino Unido

nos animais e hiperactividade vesical em am-
bos (Maggi, et al., 1989; Cruz, et al., 1996).

Os mecanismos de activacédo do VR1, duran-
te a inflamacao créonica da bexiga, nado séo
ainda bem conhecidos. Isto deve-se, em parte,
ao desconhecimento de uma substancia endo6-
gena que possa activar o VR1, tal como a
capsaicina o faz. Os mecanismos de activacéo
endodgena do VR1 que tém sido propostos in-
cluem a baixa do pH no tecido inflamado e a
acumulacéo de mediadores inflamatérios, tais
como o NGF e a bradicinina (Cesare e McNau-
ghton, 1996; Miller, et al., 2002). Contudo, a
existéncia de um agonista endégeno, com ca-
racteristicas semelhantes as da capsaicina é
ainda desconhecido.

Recentemente, a anandamida (ANA), um lipi-
deo com uma cadeia alifatica, semelhante a da
capsaicina, sintetizado por macroéfagos, pelo
endotélio vascular (Di Marzo, et al., 1996) e por
aferentes primarios (Ahluwalia, et al., 2003),
mostrou activar o VR1, em experiéncias condu-
zidas in vitro (Zygmunt, et al., 1999). De facto,
a ANA induz vasodilatacdo e libertacdo de
CGRP em vasos sanguineos de rato, que sao
blogueadas pela capsazepina (CPZ), um anta-
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gonista especifico do VR1. Embora estas expe-
riéncias levem a pensar que a ANA seja um
agonista endogeno do VR1, n&o se pode igno-
rar gue a ANA € também agonista de um outro
receptor abundante no sistema nervoso, o CB1
(Devane, et al., 1992). Apesar do CB1 ser
expresso em aferentes primarios que exprimem
o VR1 (Ahluwalia, et al., 2000), a sua estimula-
¢do por agonistas especificos administrados
sistemicamente causa na bexiga um efeito
oposto ao da estimulacdo do VR1, isto é, induz
analgesia e hiporreflexia (Farquhar-Smith, et al.,
2002).

Perante estes dados decidimos verificar se a
concentracdo da ANA varia em bexigas infla-
madas, se a ANA induz dor e hiperactividade
vesical quando aplicada em bexigas normais,
e, no caso de acontecerem, se sdo alteradas
pela administracdo simultdnea de antagonistas
especificos do VR1 e do CB1, respectivamente
a CPZ e o SR141716A.

Materiais e métodos

Utilizaram-se ratos fémeas Wistar adultas.

A ciclofosfamida foi adquirida a Baxter, Portu-
gal. O uretano foi adquirido a Sigma, Portugal.
A anandamida e a capsazepina foram adquiri-
das a Tocris, EUA, e 0 SR141716A a SRI Inter-
national, EUA.

Quantificagdo da anandamida

Com o intuito de se avaliar qual a concentra-
cao de ANA presente em bexigas inflamadas,
induziu-se cistite quimica, injectando intraperi-
tonealmente (i.p.) ciclofosfamida, numa dose
de 200 mg ciclofosfamida/kg de peso corporal.
Quatro horas depois, os animais foram decapi-
tados e as bexigas colhidas e imediatamente
congeladas a -80 °C. Utilizou-se, como contro-
lo, bexigas de ratos injectados i.p. com soro
fisiolégico. A concentragcdo de ANA foi determi-
nada por espectrometria de massa.

Efeito da anandamida no reflexo miccional

Em animais anestesiados com uretano (1,2 mg/
kg, s.c.), a bexiga foi exposta através de uma
incisédo abdominal. Uma agulha de calibre 21 foi
inserida na cupula e soro fisioldgico foi infundi-
do a 6 mi/h, deixando a uretra aberta. A tempe-
ratura corporal foi mantida a 36-37 °C, através
de um dispositivo termorregulavel. Apés o peri-
odo de estabilizacdo de 30 min, aplicaram-se
sequencialmente na superficie serosa da bexi-
ga solucdes de ANA a 1, 5, 10, 50 € 100 uM em
soro fisiolégico, durante 10 min cada. Este
procedimento foi repetido usando-se uma so-
lugdo de a 50 uM de SR141716A, em simulta-
neo com cada uma das solucdes de ANA.
Aplicou-se ainda, sobre bexigas normais, uma
solugédo de ANA a 50 uM, seguida da aplica-
cao de ANA + CPZ, ambas a 50 uM.

Avaliagdo do efeito nociceptivo da ANA

Os animais foram anestesiados com hidrato
de cloral 35% (0,1 ml/100 g) e a bexiga foi
cateterizada pela uretra, instilando-se durante
30 min, 0,5 ml de soro fisiolégico, de ANA 50
uM, ou de ANA + CPZ, ambos a 50 uM. Uma
hora e meia apos o fim da aplicacdo, os animais
foram fixados por perfusdo transadrtica, com
paraformaldeido a 4% e acido picrico a 10%. No
final colheu-se a medula espinal, a qual foi pds-
fixada durante duas horas no mesmo fixador, e
crioprotegida, durante 24 h, em sacarose a
30%. O segmento espinal L6 foi cortado trans-
versalmente a 40 micrometros num micrétomo
de congelagédo, sendo cada um em cada qua-
tro cortes imunorreagido contra a proteina Fos,
usando o método ABC-HRP. As células imuno-
positivas foram contadas em 10 cortes por seg-
mento.

Tratamento estatistico

Todo os resultados obtidos nesta experiéncia
foram analisados com o test t, de distribuicao
unicaudal. Valores de p < 0,05 foram conside-
rados significativos.

Resultados
Quantificagdo da anandamida

O resultado da anélise por espectrometria de
massa mostrou que as bexigas dos ratos injecta-
dos com soro fisiolégico continham 32,15 = 3,35
pmol ANA/g de peso seco da bexiga. Ao fim das
4 h apoés a inducdo da inflamacéo os valores de
ANA subiram para 45,01 = 6,72 (p < 0,05) (Fig. 1).

Efeito da anandamida no reflexo miccional

A ANA, nas concentracbes de 1, 5 e 10 uM,
ndo influenciou a actividade do reflexo miccio-
nal. Contudo, para valores de concentracéo
superiores, ou seja, 50 e 100 uM, o numero das
contraccdes da bexiga por minuto aumentaram
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Figura 1. Valores de anandamida, em pmol/g de peso
seco da bexiga, presentes nas bexigas de ratos
colhidas 4 h apds a injecgdo i.p. com soro fisioldgico
(SF) e com ciclofosfamida (inflamados).
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Figura 2. Efeito das vdrias doses de ANA (_), em uM,
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Figura 3. Efeito da aplicagdo de ANA a 50 uM e ANA
+ CPZ, ambas a 50 uM, sob a actividade do reflexo
miccional (contrac¢cbes da bexiga/min).

de 0,51 = 0,09 para 0,73 = 0,1 (p < 0,05) e 0,79
+ 0,09 (p < 0,05), respectivamente (Fig. 2). A
aplicagdo de CPZ a 50 uM bloqueava a hipe-
ractividade induzida pela ANA 50 uM (Fig. 3).

A aplicacdo da solucdo de 50 uM de
SR141716 fez com que o numero de contrac-
¢des por minuto induzidas pelas doses de 5 ou
10 uM de ANA aumentasse de 0,58 = 0,10 para
0,77 £ 0,15 (p < 0,05) € 0,76 = 0,10 (p < 0,001),
respectivamente. Quando comparadas entre si,
verificamos que as aplicagdes de 1, 5 e 10 uM
de ANA com e sem SR sao estatisticamente
diferentes. No entanto, o SR141716A n&o teve
qualquer efeito potenciador sobre as solucées
de ANA a 50 ou a 100 uM (Fig. 2).

Avaliagdo do efeito nociceptivo da ANA

A instilacdo das bexigas com soro fisiolégico
induziu a producao de proteina Fos em 51 = 17
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Figura 4. Células reactivas com Fos no segmento
espinal L6, em animais instilados com soro, 50 uM de
ANA e CPZ + ANA, ambos a 50 uM.

células por cortes da medula espinal. A instila-
cado de ANA a 50 uM aumentou este numero
para 80 £ 9. A CPZ diminuiu este numero para
valores semelhantes aos encontrados nos ani-
mais tratados com soro -51+13 (p < 0,05)
células por seccédo da espinal medula (Fig. 4).

Discussao

Desde a sua descoberta, a ANA tem sido
vista como um endocanabindide que interage e
modula diferentes partes do sistema nervoso
(Di Marzo, et al., 1998). Este composto é produ-
zido de novo como resposta a um estimulo, nao
se encontrando por isso armazenado. Existem
dois mecanismos sugeridos para a producéo
da ANA. O mais provavel ocorre a partir da
hidrolise da N-araquidonilfosfatidil etanolamina
(NAPE) e é dependente da entrada de calcio
para a célula (Hillard, 2000; Sugiura, et al.,
2002). No sistema nervoso central, uma vez
processada, a ANA ¢ libertada para o meio
extracelular, indo actuar nos receptores CB1
pré-sinapticos, inibindo canais de calcio e, em
consequéncia, a libertagéo de neurotransmis-
sores. A medida que vai sendo readquirida pela
membrana poés-sinaptica, a ANA é degradada,
a valores fisiolégicos de pH, por uma hidrolase
especifica, a FAAH, produzindo acido araquidé-
nico ou outros eicosandides (Deutsch, et al.,
2001; Kreitzer e Regerhr, 2002). A valores de
pH acidos, a enzima responsavel pela degrada-
cao da ANA ¢é a amidohidrolase da ANA (Ueda,
et al., 2001).

Para além de actuar sobre o CB1, a ANA
actua sobre outros receptores (Hampson, et al.,
1998; Kimura, et al., 1998; Christopoulos A,
Wilson K, 2001). A sua accao sobre o VR1 foi
primeiro observada por Zygmunt, et al. (1999),
que, in vitro, verificaram que a ANA provocou
uma libertacdo do neuropeptideo relacionado
com o gene da calcitonina (CGRP). Esta accéo
ndo ocorreu quando foi coadministrada com
CPZ, levando a concluir que a ANA actuou
sobre o VR1.
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O resultados das nossas experiéncias mos-
traram que a ANA aumenta aquando da ocor-
réncia de inflamacgao vesical, mantendo-se ele-
vada se o estado inflamatério nao se alterar
(dados n&o mostrados). Este aumento podera
relacionar-se com (i) um aumento da sua produ-
cao tanto por parte das células do sistema
imunitario envolvidas na inflamacédo (Pestonja-
masp e Burstein, 1998), como por parte das
células da glia (Walter, et al., 2002) e dos
neuronios sensiveis a capsaicina (Di Marzo, et
al., 1994; Ahluwalia, et al., 2003), e com (ii) uma
diminuicdo da sua degradacéo intracelular (De
Petrocellis, et al., 2001; Di Marzo, et al., 2001;
Ueda, et al., 2001).

Os nossos resultados mostraram que a ANA
aplicada na bexiga normal aumenta a frequén-
cia das contraccdes vesicais. Curiosamente
este efeito s se tornou significativo a partir da
dose de 50 uM e atingiu a saturacdo a 100 uM.
Tendo-se verificado que este efeito foi inibido
pela aplicacdo de CPZ ficou mostrado que o
aumento da quantidade de ANA na bexiga
inflamada pode estimular o reflexo miccional
por activacédo do VR1.

Curiosamente, a aplicacdo de SR141716A
em conjunto com ANA provocou um desvio
para a esquerda da curva dose-efeito do endo-
canabindide. De facto, as contraccdes vesicais
induzidas pela ANA aumentaram de forma sig-
nificativa logo a partir da dose de 1 uM na
presenca do antagonista do CB1. Sabendo-se
gue o VR1 e o CB1 se encontram coexpressos
nos neurénios aferentes primarios (Ahluwalia, et
al.,, 2003) os nossos resultados levam a crer
que, em condigbes normais, a ANA actue pre-
ferencialmente sobre o CB1. A medida que a
concentracdo de ANA aumenta, a sua accao
parece exercer-se preferencialmente sobre o
VR1. A accédo preferencial da ANA em altas
doses sobre o VR1, explica porque € que a
accao do SR141716A ndo trouxe qualquer ac-
¢ao adicional a hiperactividade vesical provoca-
da pela ANA em concentracdes de 50 e 100 uM.

Os nossos resultados estdo de acordo com
outros estudos recentes. Quando testada em
concentracdes nanomolares, o efeito da ANA
no CB1 foi antinociceptivo (Richardson, et al.,
1998) e antiinflamatoério (Burstein, et al., 2000).
Estes resultados estdo de acordo com o0s
descritos por Lever e Malcangio (2002), que
observaram que a inactivacdo do CB1 au-
menta a libertacdo de neurotransmissores nos
terminais dos neurdénios sensitivos primarios
causada pela activacdo do VR1. A accéo
preferencial da ANA em baixas concentra-
coes sobre o CB1 poderia também explicar a
sua acgédo analgésica e relaxante observada
na bexiga (Farquhar-Smith, et al., 2002). Con-
tudo, neste caso, a ANA foi administrada sis-
temicamente, pelo que n&o é possivel excluir
uma acc¢édo central concomitante (Farquhar-
Smith, et al., 2002).

Para além da hiperactividade, a ANA 50 uM
aumentou a expressdo de c-fos a nivel da
medula espinal, reproduzindo o efeito que a
capsaicina causa (Cruz, et al., 1996). Este gene
€ expresso rapidamente como resposta a um
estimulo néxico, havendo uma acumulacdo ma-
xima de RNA mensageiro ao fim de 30 a 40 min,
com valores maximos de expressao proteica 2 h
apos a inducgao da transcricdo do gene (Harris,
1998). Sabendo-se que estimulos inbcuos cau-
sam uma baixa expressao de c-fos, 0S N0ssos
resultados sugerem que a ANA em concentra-
¢oes elevadas tem uma ac¢éo algogénica.

Recentemente, McVey, et al. (2003) verifica-
ram, no intestino, que a ANA medeia efeitos
inflamatoérios, no caso, através de aferentes pri-
marios sensiveis a capsaicina, resultados que
corroboram 0s obtidos na nossa experiéncia.
Em conclusdo, numa situacdo de inflamacéo
cronica da bexiga, a quantidade de ANA pro-
duzida aumenta, passando a actuar sobre o
VR1, potenciando a miccéo reflexa e levando a
sensacao de dor. Estes resultados mostram-se
relevantes para a compreensao da hiperactivi-
dade vesical causada pela inflamacéao e para o
desenvolvimento de terapias baseadas na des-
sensibilizacdo do VR1.
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A actividade das cinases ERK

1 e 2 na medula espinhal causada
pela distensao da bexiga € aumentada
em condicoes inflamatorias cronicas

Cruz C"2, Avelino A', McMahon SB?, Cruz F’

Resumo

Os mecanismos moleculares envolvidos na recepgao e processamento do estimulo pelas células nervosas
sao complexos, sendo conhecido o envolvimento de cascatas intracelulares de transducao de sinal,
nomeadamente a familia MAPK (mitogen activated protein kinase ou cinases proteicas activadas por
mitogénios). As MAPK estdo presentes no sistema nervoso onde sdo responsaveis pela modulagido da
expressao génica levando a alteragcoes moleculares que permitem o processamento de estimulos de um
modo mais eficiente. A cascata das ERK 1 e 2 (extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 ou cinases
1 e 2 reguladas por sinais extracelulares) faz parte da familia MAPK. Em neurénios da medula espinhal, as
ERK 1/2 sao activadas por estimulacdo ndxica de aferentes primarios. Neste trabalho, efectuamos o estudo
imunohistoquimico da expressao da forma fosforilada das ERK 1/2 na medula espinhal de ratos sujeitos a
estimulagdo mecanica de bexigas normais ou cronicamente inflamadas por injeccoes de ciclofosfamida
(CYP). Analisamos ainda o padrao temporal de activagcao das ERK 1/2 na medula espinhal. Verificamos que
em animais intactos a cascata s6 era activada a niveis apreciaveis em consequéncia de estimulagdo noxica
enquanto que em animais inflamados estimulos indcuos induziam ja a activacdo das ERK 1/2 num niimero
consideravel de células. Observamos também que em animais intactos a actividade destas cinases obedece
a um padrao intermitente e nao é aumentada por estimulacoes repetidas. Desta forma, podemos depreender
que as ERK 1/2 poderao estar envolvidas em fendmenos de hiperalgesia e alodinia. A manipulacédo da sua
actividade pode permitir uma intervencao mais eficiente em estados dolorosos.

Palavas chave: ERK. Inflamacao vesical. Medula espinhal. Ciclofosfamida.

Introducéo

A familia das cascatas intracelulares de
transducéao de sinal das proteinas cinase activa-
das por mitogénios (MAPK, mitogen activated
protein kinase) € tradicionalmente conhecida
pelo papel que desempenha na regulacédo da
proliferacdo e diferenciacao celular. Estas cas-
catas s&o constituidas por trés cinases que se
activam sequencialmente (Sweatt, 2001) por
fosforilacGes em residuos de serina e treonina
resultando na regulacado da expressao génica
através da activacdo de factores de transcri-
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cdo. Sabe-se, também, que podem interagir
com dominios intracelulares de receptores
membranares (Adams, et al., 2000) e modificar
o seu funcionamento. A familia MAPK é com-
posta por 4 cascatas de transducao de sinal
activadas por diferentes estimulos: a cascata
da cinase p38, a cascata das cinases Jun
aminoterminal (JNK, Jun amino-terminal kina-
ses), a cascata das cinases 1 e 2 reguladas
por sinais extracelulares (ERK 1 e 2, extracellu-
lar signal-regulated kinases) e a cascata da
ERK 5 (Chang e Karin, 2001), sendo as casca-
tas p38 e JNK activadas em situagdes de stress
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e as cascatas ERK 1/2 e ERK5 activadas por
factores de crescimento varios e neurotrofinas.

Os elementos da cascata ERK1/2 s&o expres-
S0s constitutivamente no sistema nervoso central
(Zanassi, et al., 2001) e sdo vérios os estudos
gue demonstram a sua participacdo em feno-
menos de plasticidade neuronial tais como a
potenciacéo e a facilitagcado a longo prazo (Mar-
tin, et al., 1997; Rosenblum, et al., 2002). Estao
também envolvidos em fendmenos de aprendi-
zagem e memorizagdo (Berman, et al., 2000;
Hebert e Dash, 2002). Recentemente, foi de-
monstrado que estimulos soméaticos noxicos
também activam a cascata das ERK 1/2 nos
segmentos da medula espinhal que recebem o
afluxo sensitivo proveniente da estrutura perifé-
rica estimulada (Ji, et al., 1999). Estudos subse-
quentes utilizando diferentes estimulos néxicos
vieram corroborar estes resultados (Karim, et al.,
2001; Galan, et al., 2002).

Até ao momento, nenhum estudo foi feito no
sentido de esclarecer se a estimulagcdo néxica
de 6rgaos viscerais activa de uma forma iden-
tica a cascata ERK 1/2 na medula espinhal,
nem tdo pouco sdo conhecidos os efeitos da
inflamacdo cronica na actividade da mesma.
Deste modo, este trabalho foi desenvolvido com
0 objectivo de verificar o padrao de activacao
da cascata das ERK 1/2 na medula espinhal
apos estimulacao da bexiga com pressdes in6-
cuas e noxicas e bem como averiguar se a
actividade desta cascata é modificada pela
inflamacgao croénica da bexiga, condicdo associ-
ada ao aumento da excitabilidade dos aferentes
sensitivos vesicais (Sengupta e Gebhart, 1995).

Material e métodos

Neste trabalho foram utilizados 8 grupos ex-
perimentais de ratos fémea adultos, descritos
na tabela 1.

Os ratos dos grupos A-E foram anestesia-
dos com uma injec¢&o subcutanea de uretano
(1,2 mg/kg) e a sua bexiga exposta através de
uma incisdo abdominal. Através de uma agulha
calibre 21 inserida na cupula, as bexigas foram
distendidas com soro fisiolégico a temperatura

ambiente até a pressdo de 15 (distenséo fisiolo-
gica in6cua, grupo B) ou 60 cm H,0O (distensao
noxica, grupo C) durante dois minutos seguindo
de perfusao imediata. Como controlo, utilizaram-
se animais intactos ndo estimulados, grupo A. O
grupo D foi perfundido duas horas apés o esti-
mulo noéxico enquanto que o grupo E foi subme-
tido a um segundo estimulo noxico apds um
intervalo de 2 h seguido de perfusédo imediata.

Os ratos dos grupos F-G foram injectados
com ciclofosfamida 75 mg/kg i.p. de trés em
trés dias durante dez dias. Ao décimo primeiro
dia, os animais foram anestesiados e estimula-
dos da mesma forma. O grupo F constitui o
grupo controlo (animais inflamados n&do estimu-
lados). Os animais do grupo G foram estimula-
dos com pressdes inbcuas enquanto que os do
grupo H foram estimulados com pressdes noxi-
cas. Aas perfusdes realizaram-se tabém logo
apos a conclusad sa estimulacéo.

A perfuséo foi feita pela injeccéo transaorti-
ca de uma solucédo de paraformaldeido a 4%
com &acido picrico a 14% a pH 7,4. Os seg-
mentos espinhais L6 foram recolhidos, poés-
fixados com a mesma solucédo durante quatro
horas e crioprotegidos durante a noite numa
solucédo de sacarose a 30%. No dia seguinte,
0s segmentos espinhais foram seccionados a
40 +m e cada terceiro corte foi imunorreagido
contra a forma fosforilada das cinases ERK 1 e
2 (pERK 1 e 2) segundo o método ABC-HRP.
As células positivas foram contadas em dez
cortes ndo adjacentes nos cornos dorsais (la-
minas | a IV), na comissura dorsal (DCM -
dorsal commissure) e na substancia cinzenta
intermediolateral (ILG - intermediolateral grey
matter). Os resultados foram analisados esta-
tisticamente com o teste ANOVA, seguido pelo
teste Student-Newman-Keuls e sdo apresenta-
dos como média das contagens por corte =
desvio padrao.

Resultados

Em cortes de animais néo estimulados, intac-
tos ou inflamados, ndo se observou qualquer
célula imunorreactiva para pERK 1 e 2 (Fig. 1a).

Tabela 1. Grupos experimentais

Designacao N Injeccao de Tipo de estimulacao
ciclofosfamida

A 4 Nao Sem estimulagao

B 4 Nao Estimulagédo inécua (2 min) - 2’ inoc.

C 4 Nao Estimulagdo néxica (2 min) - 2’ néx.

D 4 Nao 2 min de estimulacdo ndxica seguido de um
intervalo de 2 h - 2’'néx. - 2 h

E 4 Nao 2 min de estimulacado ndxica, seguido de um
intervalo de 2 h e um segundo estimulo néxico -
2’ nox. - 2 h - 2’ nox.

F 4 Sim Sem estimulagéo.

G 4 Sim Estimulagédo inécua (2 min) - 2’ inoc.

H 4 Sim Estimulag@o néxica (2 min) - 2’ néx.
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Em cortes de animais intactos sujeitos a estimu-
lacdo indcua (Fig. 1b) foram contadas 10,75 =
0,85 células enquanto que em cortes animais
estimulados com pressbGes noxicas (Fig. 1c)
foram observadas 30,95 = 1,73 (p < 0,001)
(Fig. 2). As células estavam distribuidas ao
longo das laminas I, lI-IV, DCM e nos ILG,
sendo bem visiveis os corpos celulares bem
como 0s seus prolongamentos celulares.

Em cortes de animais inflamados submeti-
dos a distensdo da bexiga a pressdes indcuas
(Fig. 1d) foram observadas 21,13 + 6,61 células
positivas para as pERK 1 e 2. Em cortes de
animais inflamados cujas bexigas foram disten-
didas com uma presséo de 60 cm H,O (Fig. 1e)

observaram-se 41,13 = 2,63 células. Estes va-
lores sdo significativamente diferentes dos ob-
servados em cortes de animais intactos sujeitos
ao mesmo tipo de estimulacdo (p < 0,001)
(Fig. 2). Nestes cortes, as células apresenta-
vam distribuicdo e imunorreac¢céo semelhante
as observadas em cortes de animais intactos.

Em cortes de animais intactos que foram
perfundidos duas horas apds um primeiro esti-
mulo noxico foram contadas 7,58 = 1,97 células
positivas. Em cortes de animais que foram su-
jeitos a um segundo estimulo néxico apds um
periodo de duas horas de repouso foram ob-
servadas 31,30 = 5,12 células imunorreactivas
(p < 0,05) (Fig. 3).

Figura 1. Células imunorreactivas para a forma fosforilada das ERKs 1 e 2 no segmento da medula espinhal L6. Nos
animais ndo estimulados ndo sao visiveis células imunoreactivas (a). As células imunorreactivas localizam-se nas
laminas I, 1I-1IV, DCM e ILGs dos segmentos espinhais L6 de animais intactos estimulados com pressées de 15 cm
H,O (b), intactos estimulados com pressées de 60 cm H,O (c), inflamados estimulados com pressées de 15 cm H,O
(d) e inflamados estimulados com pressées de 60 cm H,O (e).
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Figura 2. Numero de células imunorreactivas para as
PERKs 1/2 em cortes transversais do segmento L6 da
medula espinhal . Os animais foram estimulados por
distensdo da bexiga urindria com uma presséo de 15
(distensédo indcua) ou 60 cm H,O (distensdo noxica)
durante dois minutos. Na medula espinhal, o numero
de células imunorreactivas foi proporcional a
intensidade do estimulo e aumentou em condicdes
inflamatdrias cronicas. Os resultados estdo denotados
como o valor médio do numero de células
imunorreactivas e respectivo desvio-padrdo. **p<0,01;
***p<0,001.

40

Numero de células/corte
¥

i -

2' nox. 2' nox.-2h 2'nox.-2h-2'

Figura 3. Histograma representando o padrdo temporal
da expressao da forma activa das ERKs 1/2 em cortes
transversais do segmento L6 da medula espinhal de
ratos ndo inflamados cujas bexigas foram distendidas
com uma pressédo de 60 cm H,O durante 2 minutos.
Duas horas apds um estimulo ndxico o numero de
células observado era semelhante ao induzido por
estimulacdo indcua. Uma segunda estimulacdo induz
um ndmero de células imunorreactivas semelhante ao
observado no caso de uma Unica estimulagdo noxica.
Os resultados estdo denotados como o valor médio do
numero de células imunorreactivas e respectivo desvio-
padrdo. *p<0,05.

Discussao

A cascata de sinalizacéo intracelular de sinal
que inclui as cinases ERK 1 e 2 esta activa no
sistema nervoso central em condicbes varias
tais como o desempenho de tarefas de apren-
dizagem, exposicdo a neurotrofinas (Grewal, et
al., 1999; Pizzorusso, et al., 2000) e estimulacao
néxica somatica (Ji, et al., 1999). Os resultados
apresentados neste trabalho indicam que a
estimulagcdo noxica da bexiga também induz
activacao por fosforilacdo das cinases ERK 1 e
2 ao nivel do segmento espinhal L6. De acordo
com o que tinha sido observado apds a estimu-
lacao somética, a activacdo da cascata s6 ocor-

reu em condicbes em que 0s animais foram
estimulados, dado que ndo se observou qual-
quer célula imunorreactiva em cortes da medula
espinhal de animais nao estimulados, inflama-
dos ou ndo. Por outro lado, verificamos que a
activacdo dependia da intensidade do estimulo
uma vez que o nimero de células positivas foi
directamente proporcional a intensidade do es-
timulo.

Os nossos resultados sugerem também que a
actividade ¢é transitoria. Era, no entanto, ja sabi-
do que o numero de células imunorreactivas
para a forma fosforilada das ERK 1 e 2 atinge
um maximo dois a trés minutos apds um esti-
mulo néxico somatico e que este ndmero dimi-
nui gradualmente ao longo de duas horas. No
nosso trabalho, verificamos que duas horas
apo6s um estimulo noéxico inicial o numero de
células positivas era semelhante ao induzido
por um estimulo in6cuo. No entanto, nunca
foram analisados os niveis de actividade destas
moléculas apés um segundo estimulo. Um se-
gundo estimulo noéxico induz um numero de
células imunorreactivas semelhante ao observa-
do no caso de um uUnico estimulo noxico. Deste
modo, estes dados demonstram que em ani-
mais intactos a activacao destas cinases nao é
potenciada por estimulacdo repetida. Neste
aspecto, 0s nossos resultados parecem divergir
dos de outros investigadores que verificaram
que até 60 min apds uma injeccéo de formalina
na pata ainda é possivel observar na medula
espinhal numerosas células imunorreactivas con-
tra a forma fosforilada destas cinases (Ji, et al.,
1999). E sabido que as ERK 1/2 podem intera-
gir com dominios intracelulares de receptores
membranares (Adams, et al., 2000), facilitando
e potenciando a transmissao do impulso nervo-
so. Deste modo, apés uma activacéo inicial das
ERK 1/2 devido a um estimulo inicial néxico, os
niveis da cascata poderdo manter-se elevados
ja que o limiar de activacao neuronial foi dimi-
nuido e estimulos de menos intensidade pode-
rao activar estas cinases. No entanto, durante o
intervalo de tempo aqui estudado entre dois
estimulos (2 h) pode ocorrer desfosforilacéo por
accdo de fosfatases especificas (Sun, et al.,
1993; para revisdo ver Keyse, 2000) e conse-
quente inactivacédo das ERK 1 e 2.

Os nossos resultados demonstram que a ac-
tivacdo das ERK 1 e 2 na medula espinhal era
potenciada pela inflamacado crénica da bexiga
induzida por injeccdes repetidas do agente
antitumoral ciclofosfamida. Este composto é
metabolizado em acroleina, a qual, por acumu-
lacao na bexiga, causa cistite quimica (Vizzard
e Boyle, 1999). Em animais injectados com este
farmaco, a estimulacdo da bexiga induziu acti-
vacéo das ERK 1 e 2 em mais células do que
em animais normais. Aparentemente, a activa-
cao desta cascata de sinal num maior numero
de células da medula espinhal podera depen-
der da facilitacdo do afluxo nervoso sensitivo
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que se sabe ocorrer ao nivel dos aferentes
primarios que enervam as estruturas inflamadas
(para reviséo ver Hunt e Mantyh, 2001), e pode-
ré& concorrer para a hiperalgesia e alodinia ve-
rificadas nestas situacoes.

Em resumo, os nossos resultados demons-
tram que a estimulac&o in6cua da bexiga de
animais nao inflamados induz uma fraca activa-
c&o da cascata de sinalizac&o intracelular que
compreende as cinases ERK 1/2. Nestes ani-
mais, apenas ocorre activagdo a niveis eleva-
dos quando a bexiga é distendida a pressoes
suprafisiolégicas noxicas. Em animais inflama-
dos cuja bexiga foi estimulada mecanicamente,
0 numero de células da medula espinhal em
gue as ERK 1/2 foram activadas foi superior. O
padréo intermitente de activacao desta cascata
faz-nos levantar a hipodtese de estas proteinas
poderem constituir potenciais alvos para o de-
senvolvimento de antagonistas especificos com
accao analgeésica.
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Correlacao entre o efeito dos opioides
e as propriedades funcionais dos
neuronios da substantia gelatinosa da
medula espinhal de rato

Santos S, Safronov BV

Resumo

A substantia gelatinosa (SG) é a regidao do corno dorsal da medula espinhal envolvida na nocicepc¢ao e no
mecanismo endégeno de antinocicepcao dependente de encefalinas. A SG contém, pelo menos, trés grupos
funcionais distintos de neurdnios que diferem na sua resposta a despolarizacao sustentada: i) tonically
firing neurons (TFN), sem nenhuma adaptacao de frequéncia; ii) adapting neurons (AN), e iii) delayed firing
neurons (DFN). O estudo aqui apresentado mostra que o agonista dos receptores para u-opiodides (D-Ala?,
N- Me- Phe?, Gly®- ol)- encefalina (DAMGO) afecta diferencialmente os neurénios da substantia gelatinosa.
Todos os TFN foram fortemente hiperpolarizados, enquanto os AN e os DFN se mostraram insensiveis ao
farmaco. A aplicacao de 1 uM de DAMGO nos TFN diminuiu a sua input resistance devido a activacao de
canais de K* inward-rectifying regulados por proteina G e pertencentes a familia GIRK. Desta forma, o efeito
celular especifico do DAMGO pode ser explicado como uma coexpressao de receptores para u-opidides e
canais GIRK, neste tipo de neurdnios. Apesar dos AN e os DFN também possuirem os canais GIRK,
especificamente bloqueados por baixas concentragdes de bario e césio ou potenciados por baclofeno, tais
neurdnios falham em responder ao DAMGO, evidentemente devido a auséncia dos receptores para os u-
opidides. Assim, sugerimos que a coexpressao dos receptores para p-opioides e canais GIRK nos TFN os
torna especificamente sensiveis aos opidides. Os TFN, ao contrario dos AN e DFN, poderao estar envolvidos
nos mecanismos endégenos de antinocicepcdao modulada por encefalinas ao nivel da medula espinhal.

Palavras chave: u-opidide DAMGO. Substantia gelatinosa. Canais GIRK. Antinocicepcao.

Summary

Substantia gelatinosa (SG) is a spinal dorsal
horn region involved in nociception and endoge-
nous descending enkephalin-dependent anti-no-
ciception. SG contains at least three functionally
distinct groups of neurons differing in their res-
ponse to sustained depolarization: i) tonically
firing neurons (TFNs), with virtually no frequency
adaptation; ii) adapting neurons (ANs), and iii)
delayed firing neurons (DFNs). Here we report
that u-opioid receptor agonist (D-Ala?, N- Me-
Phe*, Gly®- ol)- enkephalin (DAMGO) differenti-
ally affects SG neurons. All TFNs were strongly
hyperpolarized, while ANs and DFNs were in-
sensitive to the drug. The application of 1 uM
DAMGO decreased the input resistance due to

Instituto de Biologia Molecular e Celular (IBMC)
Universidade do Porto
Rua do Campo Alegre, 823, 4150-180 Porto, Portugal

activation of G-protein-regulated inward-rectifier
K+ channels from GIRK family in TFNs. Thus,
cell-specific effect of DAMGO was explained by
a co-expression of u-opioid receptors and GIRK
channels in this type of neurons. Although the
ANs and DFNs also possessed GIRK channels,
specifically blocked by low concentrations of
barium and cesium or potentiated by baclofen,
they failed to respond to DAMGO, probably due
to a lack of u-opioid receptors. Therefore, we
suggest that a co-expression of u-opioid recep-
tors and GIRK channels in TFNs make them
specifically sensitive to opioids. The TFNs, but
not ANs and DFNs, could be involved in the
mechanisms of endogenous enkephalinergic
antinociception at the level of spinal cord.

Introducao

O corno dorsal da medula espinhal é uma
regido importante no processamento da infor-
macao sensorial vinda dos terminais aferentes
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primarios. Diversas modalidades de informacgéo
sensorial a este nivel sdo codificadas pelo tipo
de fibra aferente periférica, conexao sinaptica e
propriedades intrinsecas membranares dos neu-
ronios daquela regido (Brown, 1981; Cervero,
1987). A Ultima varia consideravelmente entre
neurénios, permitindo uma separacdo em vari-
os grupos fisiolégicos (Yoshimura e Jessell,
1989; Thomson, et al., 1989; Lopez-Garcia e
King, 1994). A estimulacao intracelular dos neu-
ronios do corno dorsal espinhal permitiu distin-
guir trés grupos de neurénios de acordo com
as suas propriedades intrinsecas de padrao
celular: os tonically firing neurons (TFN) respon-
dem com um padréo sustentado de potenciais
de accdo a injeccao de correntes despolarizan-
tes, enquanto os neurénios dos outros dois
grupos apresentam quer varios picos no inicio
da despolarizagao, adapting neurons (AN), quer
picos tardios, delayed firing neurons (DFN). A
relevancia funcional desta classificacéo foi ain-
da reforcada pela ideia de que estes tipos
neuroniais recebem diferentes tipos de enerva-
cao cutanea aferente e que a resposta dos
neurénios a estimulacdo cuténea periférica é
semelhante a sua resposta a estimulagéo intra-
celular (Lopez-Garcia e King, 1994).

Sabe-se que os u-opidides tém um efeito
pos-sinaptico num subgrupo de neurdnios da
SG resultando numa robusta hiperpolarizagéo.
Este efeito é associado a um aumento na con-
ductancia membranar devido a activagdo de
correntes de potassio inwardly rectifying regula-
das por proteina G (GIRK) (Grudt e Williams,
1994). Contudo, até agora néo € claro quais 0s
tipos de neurdnios da SG que sdo sensiveis aos
agonistas de opidides. Dai que, neste estudo
tenhamos tentado encontrar uma relagao entre
a sensibilidade neuronial aos opidides e as
propriedades intrinsecas inerentes aos padrbes
celulares de disparo de potenciais de accéo.

Os nossos dados mostram que o0 agonista de
receptores para u-opidides (DAMGO) afecta
especificamente os TFN, sugerindo uma coex-
pressdo destes receptores e dos canais GIRK
apenas neste tipo de neurdnios. As nossas
observacdes poderao assim contribuir para a
elucidacéo do processo de antinocicepcéo ine-
rente a0 mecanismo enddgeno descendente
modulado por encefalinas.

Materiais e métodos
Preparagéo

As experiéncias foram realizadas aplicando
a técnica patch-clamp (Hamill, et al., 1981) a
fatias transversais de 300 um preparadas a par-
tir da regido lombar da medula espinhal de
ratos de 2-5 semanas de idade (Edwards, et al.,
1989; Chery, et al.,, 2000). Os animais foram
sacrificados de acordo com o0s protocolos le-
gais vigentes. Apds a anestesia, por injeccéo
intraperitoneal de Na*-pentobarbital (30 mg/kg)

a coluna vertebral foi rapidamente extraida e
imersa em ice-cold oxygenated artificial cere-
brospinal fluid (ACSF). Na sequéncia de lami-
nectomia o segmento lombar de 5-7 mm de
comprimento foi dissecado e colado para corte
no aparelho de corte (Leica VT 1000S). As
fatias assim preparadas foram incubadas du-
rante 30-60 min em ACSF a 33 °C.

Solugbes

O ACSF para a preparagcdo e manutencao
das fatias contém (em mM): NaCl 115, KCI 5,6,
CaCl, 2, MgCl, 1, glucose 11, NaH,PO, 1,
NaHCO, 25 (pH 7,4 apbs borbulhamento com
95-5% de mistura de O,-CO,). A solugdo da
pipeta de registo usada nas experiéncias de
current-clamp e registo dos canais de K* con-
tem (em mM): NaCl 6, KCI 128, MgCl, 2, EGTA
10 e HEPES 10. O valor de pH foi ajustado para
7,3 com KOH (a [K*] final foi de 160,5 mM).
Todas as substancias utilizadas séo provenien-
tes da Sigma.

Registo das correntes

As pipetas usadas na técnica patch-clamp
foram construidas em duas etapas a partir de
tubos de vidro de parede grossa de boro-
silicato. A sua resisténcia apos o polimento pelo
calor foi de 3-5 MQ. O amplificador de patch-
clamp EPC-9 (HEKA, Lambrecht, Germany) foi
usado em todas as experiéncias. Em neurénios
submetidos a analise detalhada a resisténcia em
série medida no modo whole-cell foi de 6-20 MQ
e foi compensada em pelo menos 60%. Os
potenciais de acc¢do foram registados usando o
modo rapido de current-clamp do amplificador
EPC-9. As input resistances dos neurénios do
corno dorsal da medula espinhal foram medi-
das no modo voltage-clamp usando pulsos
de 10-40 mV a partir de um nivel sustentado de
-80 mV. Apenas células com um potencial de
repouso mais negativo do que —65 mV foram
incluidas neste estudo.

Resultados e discussao

Os trés tipos distintos de neurdnios foram
caracterizados nas experiéncias mostradas na
figura 1. Os TFN responderam com um padréo
de disparo tonico apds injeccdo de pulsos de
corrente despolarizante. O nimero de potenciais
de accao gerados aumentou proporcionalmente
com a forga estimuladora. Os AN dispararam
apenas varios picos de potenciais de accéo
(4-6) no inicio de uma despolarizagado. Os DFN
precisaram de correntes muito maiores para a
geracéo dos primeiros picos de potenciais de
accado, os quais usualmente apareceram com
atraso ao fim de 500 ms de despolarizagdo. A
medida que a intensidade de estimulagdo au-
mentou, o inicio do disparo dos potenciais
deslocou-se em direccdo ao inicio do pulso
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Figura 1. Trés tipos bdsicos de padréao de disparo
celular em neurdnios da SG.

A, tonically firing neuron (TFN); B, adapting neuron
(AN), e C, delayed firing neuron (DFN). Todas as
células foram mantidas a —70 mV e subsequentemente
despolarizadas por injeccdo de pulsos de corrente.
Para cada célula, a parte de baixo representa a
resposta passiva a injeccdo de pulsos hiperpolarizantes
de 10 pA.

A, B c
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Figura 2. Accdo do DAMGO na resposta membranar
passiva dos trés tipos de neurdnios da SG. As
respostas passivas foram evocadas pela injeccdo de
pulsos hiperpolarizantes de 10 pA, tal como na figura 1.
A, TFN: o registo 1 foi feito em control, os registos de
2-4 foram feitos na presenca de DAMGO em que

3 corresponde ao registo apds despolarizacdo para a
medicdo de conductancia a =70 mV, o registo

5 representa a recuperagdo B, AN: 1 - control,

2 - DAMGO, 3 - recuperagdo. C, DFN: 1 - controlo,

2 - DAMGO, 3 - recuperagé&o.

despolarizante. Surpreendentemente, a aplica-
¢édo de 1 uM do agonista de receptores para
u-opidides DAMGO teve efeito apenas nos
neurénios do tipo TEN. Isto resultou numa ro-
busta hiperpolarizacdo membranar em torno
de 9,32 mV (n = 10) acompanhada por um
aumento na conductancia (Fig. 2). Este aumen-
to surge com uma reducédo na amplitude da
resposta passiva membranar em resposta a
injeccao de corrente hiperpolarizante. O au-
mento na conductancia membranar correspon-
deu a um decréscimo na input resistance de
1,64 a 0,.293 QW.

Na presenca de DAMGO o potencial mem-
branar de repouso aproximou-se do potencial
de equilibrio dos i6es K* para as nossas condi-
cdes experimentais (-84 mV), indicando uma
activacdo da conducténcia selectiva para o
potassio. A solucédo de bario numa concentra-
céo de 0,5 mM bloqueou esta conductancia, ao
passo que 50 uM de baclofeno potenciaram-na.
Desta forma, pode ser concluido que o DAMGO
activa uma corrente de potéassio inwardly recti-

fying regulada por proteina G, conhecida como
corrente GIRK.

Em neurdénios dos tipos AN e DFN o baclofe-
no, ao contrario do DAMGO, induziu a geragao
de correntes associadas a um aumento na con-
ductancia membranar. O bério reduziu estas
correntes, o que significa que aqueles neurdni-
os também expressam os canais GIRK, mas
provavelmente nado expressam o0s receptores
para opiodides.

Em concluséo, o agonista para receptores de
u-opiovides DAMGO afectou especificamente os
TFN na SG. Parece que apenas este tipo neu-
ronial possui receptores especificos para aque-
le agonista. Apesar dos outros dois tipos de
neuronios possuirem também conductancia as-
sociada aos canais GIRK, efectores standard
para a acgao dos opidides, a falta da ligacao
ao receptor torna-os insensiveis a droga. E
interessante notar que a maioria dos neurénios
da SG sensiveis ao DAMGO né&o contém GABA
nem glicina, neurotransmissores inibitorios, e
funcionalmente sao neurdnios excitatorios
(Kemp, et al., 1996). Assim, podemos assumir
que os TFN aqui caracterizados, ao mostrarem
exclusividade na sensibilidade ao DAMGO,
podem ser considerados interneurénios excita-
térios. As suas caracteristicas unicas de input-
output e capacidade de geracdo de maiores
frequéncias de disparo de potenciais de accao
em resposta a uma estimulacéo crescente, po-
dem ser propriedades importantes dos inter-
neuronios excitatérios. Tal inibicdo especifica
dos TFN pelo DAMGO, em oposicédo aos DN e
AN, pudera levar a uma melhor compreenséo
de parte do mecanismo de antinocicepcéo as-
sociado ao processamento da dor.
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Potencialidades da terapia genética
no controlo da dor

Martins I, Pinto M', Wilson SP?, Lima D', Tavares |’

Resumo

Em edicao desta revista publicada no ano passado, redigimos um artigo (Tavares, et al. Perspectivas de
manipulacao do sistema endégeno de controlo da DOR: o bolbo raquidiano ventrolateral. Dor 2002;10(2):11-5)
onde reuniamos dados relativos ao funcionamento do sistema endégeno de controlo da dor e abordavamos
novas perspectivas para a sua manipulacao. Neste trabalho, apresentamos alguns dos recentes avancos
experimentais no controlo da dor através das modernas técnicas de terapia genética. Discutimos, em
especial, os trabalhos em curso no nosso laboratério dedicados ao estudo da dindmica de migracao de um
vector viral Herpes simplex do tipo 1, injectado em dois componentes do sistema endégeno de controlo da
dor: o bolbo raquidiano ventrolateral e o nucleo reticular dorsal.

Palavras chave: Controlo endégeno da dor. Modulacdo descendente. Opidides. Vectores virais.

Summary

In an issue of this journal published last year (Tavares, et al. Perspectivas de manipulacdao do sistema
enddogeno de controlo da DOR: o bolbo raquidiano ventrolateral. Dor 2002;10(2):11-5) we reviewed recent
data on the role of the endogenous pain modulatory system. The perspectives of manipulation of the system
were presented and critically discussed. In this paper, we report some recent experimental findings
concerning the use of gene therapy in pain control. We further discuss our recent data regarding the
dynamics of the migration of a viral vector (Herpes simplex virus type 1) injected in two components of the
endogenous pain modulatory system: the caudal ventrolateral medulla and the dorsal reticular nucleus.

Key words: Endogenous pain control. Descending modulation. Opioids. Viral vectors.

A dor pode persistir como consequéncia de
processos inflamatorios, oncolégicos ou dege-
nerativos conduzindo a uma situacdo de dor
cronica. Nestas circunstancias, os analgésicos
normalmente utilizados sdo muitas vezes inefi-
cazes ou produzem efeitos secundarios indese-
javeis. De acordo com visGes mais recentes, a
terapia genética afigura-se como uma alternati-
va potencial no tratamento da dor crénica (Pohl
e Braz, 2001). A terapia genética define-se, em
geral, como o conjunto de técnicas que permi-
tem a introducdo no organismo de genes, ou
parte deles, cuja expressao resulta na sintese
localizada de proteinas com propriedades tera-
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péuticas (Chiocca e Breakfield, 1998). No caso
concreto da dor, as substancias produzidas por
transcricdo dos genes sao geralmente neuro-
transmissores com propriedades analgésicas,
como por exemplo encefalinas, que se libertam
directamente no tecido lesado ou em areas do
sistema nervoso que processam a informacao
dolorosa (Wilson e Yeomans, 2000). Pelas técni-
cas de terapia genética consegue-se minimizar
as accgles indesejaveis de alguns tratamentos
mais usuais como sejam o desenvolvimento de
tolerancia e a producéo de efeitos secundarios.

Estratégias de terapia genética no sistema
nervoso

Na terapia genética da dor aplicada directa-
mente ao sistema nervoso podem distinguir-se
duas abordagens distintas: a introducdo de
células ou tecidos geneticamente modificados
(Cejas, et al., 2000; Eaton, et al., 1999) ou a
administracdo de vectores virais contendo o
gene de interesse (Wilson e Yeomans, 2000).



O sucesso de abordagens iniciais de introdu-
cao de células ou tecidos foi limitado dado que
a quantidade de substancias analgésicas liber-
tadas era muito baixa. Para contornar esses
problemas, tém vindo a desenvolver-se linha-
gens celulares geneticamente alteradas capazes
de sobreexprimirem a proteina de interesse. As
abordagens com melhores resultados dizem
respeito a implantagcdes intratecais em que as
células funcionam como bombas infusoras de
neurotransmissores diversos, como a serotoni-
na, galanina ou acido A-aminobutirico (GABA)
ou de factores de crescimento como o BDNF
(brain-derived neurotrophic factor, Eaton, et al.,
1997; 1999a; 1999b; Cejas, et al., 2000).

A terapia genética com recurso a vectores
virais tem recebido maior atencdo. A transfec-
cao dos neurdnios consiste na introducédo de
vectores virais naquelas células e leva a altera-
cdo do fendtipo da célula-alvo. Os vectores
virais contém genes que podem produzir dois
efeitos opostos na célula-alvo mas que, no final,
se destinam a inibir a nocicepcéo. A transcri-
cao dos genes inseridos nos vectores pode
conduzir a um aumento da funcao do neurénio
nomeadamente na sobreexpressdo de neuro-
peptideos inibitérios, como a encefalina, ou na
reducdo da sintese de neurotransmissores que
facilitam a nocicepcdo, como a substancia P
(Wilson e Yeomans, 2000). Os vectores virais
devem, portanto, ser construidos de acordo
com objectivos especificos do estudo e com a
situacao experimental de dor que se pretende
controlar.

O virus Herpes simplex como um potencial
vector terapéutico

Idealmente, os vectores virais devem ser de
facil producgédo, imunologicamente inertes, ca-
pazes de inserir um ou varios genes em locais
especificos do cromossoma da célula-alvo e
destituidos de capacidade replicativa. Um outro
requisito especifico do controlo da dor crénica
diz respeito a necessidade de conseguir uma
expressdo sustentada do transgene (Somia e
Verma, 2000). Existem varios tipos de vectores
virais, nomeadamente, retrovirus, adenovirus e
virus Herpes simplex (HSV). No que respeita a
terapia genética da dor, a utilidade do HSV tem
sobressaido devido ao facto de possuir um
genoma de dimensbes consideraveis e que
permite a insercdo de uma grande quantidade
de informacdo genética. Para além disso, a
capacidade natural do HSV migrar retrograda-
mente tem sido explorada em estudos em que
0 virus era aplicado a periferia de modo a infectar
0s terminais nervosos sensitivos e a migrar
retrogradamente para os géanglios das raizes
dorsais. Aqui, 0 virus permanece num estado
de laténcia, isto é, o genoma viral permanece
na célula hospedeira sem que interfira na fun-
cao celular normal (Pohl e Braz, 2001).
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Os virologistas tém dado um importante contri-
buto aos estudos de terapia genética de controlo
da dor nomeadamente ao produzirem vectores
virais HSV sem capacidade replicativa, imuno-
logicamente inertes e com capacidade de ex-
pressdo sustentada de genes potencialmente
terapéuticos. A este propdsito, destacam-se os
estudos que utilizaram o gene da pré-proence-
falina humana dado terem mostrado eficacia no
controlo da dor (Wilson, et al., 1999; Goss, et al.,
2001; Braz, et al.,, 2001; Hao, et al., 2003).
Nestes trabalhos tem-se utilizado essencialmen-
te 0 HSV do tipo 1 (HSV-1) em que o gene viral
que codifica a sintese da timidina cinase é
interrompido pela inser¢céo do transgene. Este
procedimento impede a expressao desta enzi-
ma e, consequentemente, inibe a replicacdo nor-
mal do virus. Habitualmente a expresséo do gene
da pré-proencefalina esta sob controlo do pro-
motor citomegalovirus humano de expressao
imediata, que induz uma expressao potenciada
daqguele opidide. As potencialidades terapéuti-
cas destas estratégias sdo sugeridas pelo efeito
antinociceptivo detectado em modelos animais
de dor aguda e em situacdes de dor crénica.
Relativamente ao local de administracdo do
HSV-1, a administracdo a periferia tem sido a
mais utilizada. Neste caso, ocorre sintese de
novo de pré-proencefalina nos neuronios dos
ganglios raquidianos e aumento da expresséo
do peptideo nas laminas superficiais da medula
espinhal (Antunes Bras, et al., 2001). O efeito
antihiperalgésico é detectado em diversos tes-
tes comportamentais destinados a avaliar a dor
aguda e é mediado por opidides espinhais dado
que é blogueado pela administracdo intratecal
de naloxona (Wilson, et al.,, 1999). Apesar da
antinocicep¢éo ir diminuindo progressivamente
ao longo do tempo, verificou-se que pode ser
restabelecida por reinoculacdo do vector viral
sem que ocorra desenvolvimento de tolerancia
(Goss, et al.,, 2001). Os potenciais efeitos tera-
péuticos da aplicacé&o de vectores virais conten-
do o gene da pré-proencefalina ficaram também
demonstrados em modelos experimentais de
dor crénica. A aplicagdo do virus com o0 gene
da pré-proencefalina num membro cuja articula-
cao foi inflamada cronicamente, induz aumento
da sintese de encefalina em neurdnios sensitivos
e diminui a hiperalgesia. Outros parametros
demonstraram a potencial utilidade da técnica
dado que os animais revelaram uma melhoria
significativa na locomoc&do e um decréscimo da
destruicao do tecido 6sseo (Braz, et al., 2001).
Recentemente, este vector foi também aplicado
em modelos experimentais de dor neuropética
mostrando ter um efeito antialodinico (Hao, et al.,
2003). A expressdo do transgene potenciava o
efeito analgésico da morfina e 0os animais nao
desenvolviam tolerancia aquele farmaco (Hao,
et al., 2003).

A eficacia da administracédo de vectores virais
a nivel central ndo foi abordada detalhadamente
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mas afigura-se como uma estratégia bastante
promissora, em particular no que respeita a
possibilidade de intervir sobre o sistema endoé-
geno de controlo da dor. Quando se injectava a
amigdala, um dos componentes do sistema
endégeno de controlo da dor, com HSV-1 con-
tendo o gene da pré-proencefalina, produzia-se
um efeito antinociceptivo mediado por opidides
(Kang, et al.,, 1998). Porém, a amigdala nao
devera ser a éarea do sistema enddgeno de
controlo da dor mais Util para a terapia genética
pelo seu envolvimento simultaneo no processa-
mento afectivo. De entre os multiplos compo-
nentes do sistema enddgeno de controlo da
dor, destaca-se o bolbo raquidiano ventrolateral
caudal (VLM), visto ser uma das areas a partir
da qual se produz analgesia particularmente
intensa e sustentada (Tavares e Lima, 2002).
Com base em propostas mais recentes de que
o sistema enddégeno de controlo da dor pode
estar envolvido na génese de hiperalgesia
durante processos dolorosos cronicos através
das accoes facilitatorias que exerce (Urban e
Gebhart, 1999), é importante considerar simul-
taneamente este aspecto quando se definem
estratégias de intervencdo na dor cronica. De
entre as potenciais areas facilitadoras da trans-
miss&o dolorosa destaca-se o nucleo reticular
dorsal (DRt), localizado no bolbo raquidiano
caudal, pois que, ao contrario dos restantes
componentes do sistema enddgeno de controlo
da dor, estd unicamente dedicado a facilitacéo
descendente da transmisséo dolorosa (Lima e
Almeida, 2003).

Dinadmica de migracdo de uma forma
recombinante de HSV-1 apés injeccao no
VLM e DRt

Antes de utilizar vectores virais na terapia
genética a partir do VLM e DRt é fundamental
estudar a cinética de expressao do transgene
inserido no virus e a dindmica de migracédo do
virus a utilizar. Com este intuito, temos vindo a
utilizar uma forma recombinante néo replicativa
de HSV-1 que contém o transgene Lac Z, sob o
controlo do promotor citomegalovirus humano
de expresséo imediata. Mediante controlo este-

reotaxico e sob anestesia por halotano, injecta-
mos HSV-1 no VLM ou no DRt de ratos machos
adultos da estirpe Wistar, mantidos de acordo
com a legislacdo em vigor (Directiva 86/609 da
Unido Europeia). Dois, 7 e 14 dias apds a injec-
cao, a presenca do produto do transgene era
detectada mediante reac¢do imunocitoquimica
com anticorpo dirigido contra a proteina betaga-
lactosidase, produto de expressdo do gene Lac
Z. Observaram-se cortes seriados do encéfalo,
com uma espessura de 40 um, para procurar
neurdnios imunorreactivos para a betagalactosi-
dase. Os resultados encontram-se resumidos na
tabela 1. Dois dias apo¢s a injeccdo de HSV-1
observaram-se neurdonios marcados retrograda-
mente na periferia do local de injeccdo, no
ndcleo do tracto solitario, na area gigantocelu-
lar, nos nucleos parabraquiais (PBN), no grupo
noradrenérgico A, e no locus coeruleus (LC)
(Fig. 2A). Sete dias apos a injeccéo, a migragao
do virus estendia-se mais rostralmente até ao
nucleo dorsal do rafe e ao hipotalamo dorsome-
dial e ventrolateral. Ao fim de catorze dias,
observaram-se neurénios retrogradamente mar-
cados, unicamente, no PBN. Relativamente aos
ratos injectados no DRt e processados 2 dias
apos a injeccédo de HSV-1, observamos neuro6-
nios marcados retrogradamente na periferia do
local de injeccéo, no nucleo reticular lateral, na
area gigantocelular, nos nucleos PBN (Fig. 2B),
no grupo noradrenérgico A, e na substancia
cinzenta periaqueductal (PAG). Sete dias apoés
a injeccao, o padrao de migracédo estendia-se
as areas lateral, posterior, dorsomedial e ventro-
lateral do hipotalamo. Ao fim de catorze dias,
observaram-se neurdnios marcados retrograda-
mente unicamente no PBN.

Comparando os mapas de migragcdo do
HSV-1 injectado no VLM e DRt com os pa-
drdes de transporte retrégrado de tracadores
neuroanatémicos previamente publicados (Al-
meida, et al., 2002; Cobos, et al., 2003), verifi-
camos que o virus migra selectivamente em
alguns dos aferentes ao VLM e ao DRt. Os
mecanismos implicados na migragéo selectiva
de HSV-1 séo ainda desconhecidos. Admite-se,
no entanto, que possam estar relacionados com
a afinidade dos receptores de superficie virais

Tabela 1. Distribuicdo dos neurdnios retrogradamente marcados nas diferentes areas encefalicas para onde o HSV-1
migrou apos injecgéo no VLM ou no DRt. O simbolo “+” representa 1 a 5 neurdnios.

Injeccao no VLM 2 dias 7 dias Injeccao no DRt 2 dias 7 dias
Ntcleo do tracto solitario ++ +++ Nucleo reticular lateral + ++++
Area gigantocelular ++ + Area gigantocelular + +
Nucleos PBN ++++ ++++ Nucleos PBN ++++ ++++
Grupo noradrenérgico A, +++ + Grupo noradrenérgico A, + +
Nucleo vestibular ++ ++++ PAG + +++
Locus coeruleus ++ + Hipotéalamo lateral - +
Nucleo dorsal do rafe - + Hipotalamo posterior - +
Hipotalamo dorsomedial - + Hipotalamo dorsomedial - +
Hipotalamo ventrolateral - + Hipotalamo ventrolateral - +




Martins |, et al.: Potencialidades da terapia genética no controlo da dor

Figura 1. Microfotografias do VLM, dois (A) e sete (B) dias apds a injecgcdo local de HSV-1. A marcacao no local de
injeccdo deve-se a presenca da enzima betagalactosidase, revelada por reaccdo imunocitoquimica.

Figura 2. Microfotografias de neurdnios marcados retrogradamente no locus coeruleus 2 apds injeccdo do virus no
VLM (A) e de células do nucleo parabraquial (B) 7 dias apds injecgdo no DRt.

pelos receptores neuroniais e/ou com as pro-
priedades neuroquimicas dos aferentes ao
VLM e ao DRt. Analisando a cinética de ex-
pressdo da betagalactosidase em cada uma
das éareas que projectam para o VLM ou DRt
observam-se padrbes distintos de expressao
do virus consoante a area, cujo significado
importa avaliar. Na maioria das éareas, a ex-
pressao da betagalactosidase diminui progres-
sivamente enquanto noutras zonas se mantém
forte e estavel ao longo do tempo. A cinética
de expressdo da betagalactosidase parece,
portanto, variar com as areas enceféalicas para

onde o HSV-1 migrou, o que podera estar
relacionado com a regulacdo/modulacdo da
actividade do promotor em cada uma destas
regides.

Conclusoes e perspectivas futuras

A possibilidade de manipular o sistema endoé-
geno de controlo da dor para controlar a dor
cronica € uma perigosa tentacdo. Apesar de
ser possivel obter uma analgesia muito intensa,
muitos dos componentes do sistema supraspi-
nal enddégeno de controlo da dor encontram-se
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envolvidos na modulagao de outras fungdes, o
que impede uma manipulagdo generalizada. A
terapia genética surge como um utensilio poten-
cialmente util para contornar aqueles problemas
ao permitir efectuar uma manipulagao neuroqui-
micamente selectiva dos neurénios que partici-
pam na modulag&o da dor. Importa estabelecer
detalhadamente as caracteristicas dessas célu-
las e os circuitos em que participam antes de
utilizar os vectores virais para o controlo da dor.
Ao continuarmos a focalizar 0os nossos esforcos
em duas areas do bolbo raquidiano profunda-
mente caracterizadas pelo nosso grupo de
investigacao, acreditdmos estar a dar tao so-
mente um dos primeiros passos de uma longa
caminhada a efectuar antes de perspectivar a
utilizacdo da terapia genética para controlo da
dor croénica.
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