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Editorial
Aquém da Clinica

Deolinda Lima

da revista Dor dar a conhecer aos seus

leitores, na maioria profissionais que se de-
dicam a assisténcia médica e paramédica neste
dominio da saude, um pouco do que esta por
detras dos conhecimentos que governam a sua
pratica diaria. F&-lo trazendo a «praca publica»,
0 mesmo é dizer a um férum de participacao
alargada e diversificada, uma série de dados
que, de outro modo, s se revelariam mediante
busca aturada e complexa nas muitas revistas
cientificas internacionais que tratam do assunto.
O critério foi, ndo tanto o de juntar o que de mais
recente e relevante se produziu em termos de
investigacao basica no dominio da dor, mas an-
tes o de tracar, ainda que de modo sumario e
incompleto, o panorama do que a esse respeito
se faz em Portugal. Importa ressalvar, no entanto,
que a opgao nao resultou na omissdo de resul-
tados situados entre os mais significativos para
0 progresso deste ramo do conhecimento, dado
que a investigacdo em dor no nosso pais ocupa
hoje lugar de lideranca em alguns dominios.

Os trabalhos seleccionados emanam do Gru-
po de Morfofisiologia do Sistema Somato-Sensi-
tivo, que dirijo com muita satisfacdo e cujo tra-
balho se desenrola na Faculdade de Medicina
da Universidade do Porto e no IBMC. Trata-se de
um grupo com uma histéria de cerca de 20 anos,
lancado em boa hora pelas méos do Professor
Antonio Coimbra e ja com algumas sementes a
germinar a distancia, nomeadamente na Univer-
sidade de Braga. O conjunto de resultados apre-
sentados, ndo sendo exaustivo, é suficientemen-
te diverso para deixar no leitor a percepcéo da

Foi mais uma vez entender do corpo editorial

diversidade de caminhos que importa percorrer
para esclarecer os mecanismos de processa-
mento da dor. Irdo saber da possibilidade de
manipular receptores periféricos de neurénios
aferentes primarios para minorar a dor, das cas-
catas intracelulares activadas na sinalizacéo de
eventos nociceptivos, da reorganizacéo de cir-
cuitos neuroniais da medula espinhal quando
do desenvolvimento de alodinia, da plasticida-
de do sistema GABAérgico talamico na evolu-
cao para a dor cronica e dos mecanismos sub-
jacentes a dor na diabetes.

O leitor perguntar-se-a, a proposito de muitos
dos trabalhos aqui coligidos, qual a sua rele-
vancia para aquilo que motiva o seu quotidiano
profissional, o alivio da dor. A resposta sera em
alguns casos seguramente dificil, ou, talvez me-
lhor, pelo menos assim esperamos, adiada. E
que, se em certos trabalhos de investigacéo
lidamos ja com a aplicacao clinica de resulta-
dos experimentais (caso da manipulacdo dos
receptores VR1), noutros apenas laboramos
com hipoteses de trabalho que viréo, eventual-
mente, a ter importancia no tratamento da dor,
enguanto noutros ainda nos limitamos a tentar
responder a questdes, as mais variadas, sobre
0 modo de funcionamento do sistema. Acredi-
tamos, porém, que todo o esforco de compre-
ender, por mais afastado que aparente estar de
uma qualquer aplicagao pratica, € util, nao tan-
to por dar satisfacdo a natural ansia de saber,
mas porque todo o conhecimento acaba por,
de uma forma ou outra, afectar o nosso modo de
estar na vida, neste caso concreto, de tratar
a dor.

w DOR
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José Manuel Castro Lopes

Mensagem do Presidente da APED

Tenho por héabito utilizar o numero de Dezem-
bro da revista Dor para, nesta pagina, fazer um
balanco da actividade da APED no ano que
termina.

Este ano fica marcado pelas eleicdes para os
corpos sociais da APED. Tendo concluido um
mandato em que foram atingidos praticamente
todos os objectivos a que se tinha proposto, a
direccao cessante, face a inexisténcia de can-
didaturas alternativas e motivada por alguns pro-
jectos inacabados ou novos, propds-se a cum-
prir um segundo mandato, renovando alguns
dos seus elementos. A eleicao teve dois aspec-
tos muito negativos, na minha opinido, que foram
a muito baixa participacdo dos associados e a
unanimidade da votagé&o. Tal ndo nos retira legi-
timidade ou afecta (muito) a motivacéo, mas im-
pde como objectivo adicional deste mandato
desenvolver estratégias que levem a uma maior
participacé&o dos associados nas actividades da
APED, a qual devera existir apenas e enquanto
houver associados interessados em partilhar
nao s6 os objectivos mas também as accoes.

Engquanto 2003 ficara na histéria como o ano
em que a norma que equipara a dor a 5.° sinal
vital foi aprovada pela Direccéo Geral de Saude
(DGS), o0 ano de 2004 sera indubitavelmente re-
cordado como o0 ano em que a Competéncia em
Medicina da Dor foi aprovada pela Ordem do Mé-
dicos. De todas as actividades da anterior direc-
cao da APED, estes séo, de facto, os dois as-
pectos mais relevantes, mais consequentes e
com maior impacto no futuro do combate a dor
no nosso Pais. Mas estamos bem cientes do
valor relativo que tém declaragdes, estatutos,
normas, leis e outros «papeis». Assim, tal como
temos colaborado em diversas acc¢bes de for-
macéo e sensibilizacdo para a norma da DGS,
gue comecam a dar os seus frutos, oferecemos
j& 0s nossos préstimos para colaborar na regu-
lamentacdo da atribuicdo da Competéncia em
Medicina da Dor, a qual é da exclusiva respon-
sabilidade da Ordem dos Médicos. Mas estamos
certos que a fase eleitoral que se atravessa na-
quela instituic&o ira, compreensivelmente, atrasar
este processo.

Um dos marcos regulares da actividade da
APED é a comemoracao do Dia Nacional de
Luta Contra a Dor. Era intencéo da direccao de
APED assinalar o 6.° Dia Nacional de Luta Con-
tra a Dor com uma accgéo dedicada aos profis-
sionais de saude, nomeadamente um congresso
gue ao mesmo tempo assinalasse o fim do seu

mandato. Tal ndo veio a ser possivel devido a
realizacdo em Lisboa de um congresso europeu
de Anestesiologia alguns dias antes. Por outro
lado, os condicionalismos sociopoliticos que ro-
dearam o dia 14 de Junho deste ano (dia se-
guinte as eleicdes para o Parlamento Europeu e
dois dias apoés o inicio do Campeonato Europeu
de Futebol) ndo eram propicios a organizacéo de
qualguer evento mediatico semelhante a Corrida
Contra a Dor realizada nos dois anos anteriores.
Assim, mantendo a ideia inicial da accéo de for-
macao, a APED associou-se a Unidade de Dor
do Hospital Fernando Fonseca (Amadora-Sin-
tra), coordenada pela Dr.2 Georgina Coucelo, na
organizacédo de uma jornada sobre dor dedica-
da a médicos internos, alunos do curso de me-
dicina, enfermeiros e outros profissionais de
salde. Outras acgdes de comemoracéo chega-
ram ao nosso conhecimento, realizadas noutros
locais do Pals por associados da APED, nomea-
damente em Guimaraes, Acores e Madeira.

O congresso da APED acabaria por se realizar
em Outubro, durante a Semana Europeia Contra
a Dor, em conjunto com o Clube de Anestesia
Regional, pelas circunstancias ja explicadas
nesta pagina. Os oradores convidados pela
APED proferiram excelentes comunicacdes, de
alto interesse cientifico, sobre temas de grande
relevancia para o diagndstico e tratamento da
dor. Pena foi que o numero de associados da
APED que estiveram presentes tenha sido t&o
reduzido, muito inferior ao que se verificou no
ultimo congresso da APED, realizado em Espi-
nho em 2001.

Para além das «grandes» iniciativas, a APED
continuou a apoiar diversas organizacbes de
seus associados, manteve a participacao na Co-
missdo de Acompanhamento do Plano Nacional
de Luta Contra a Dor e as suas relacées com a
EFIC e a IASP. A este proposito, a direccédo da
APED decidiu apresentar uma candidatura para
que o congresso da EFIC em 2009 se realize em
Lisboa. Apds termos «perdido» a organizacao
do congresso de 2006 a favor de Istanbul, por
apenas 1 voto de diferenca, esperamos que o
proximo conselho da EFIC, a realizar em Maio
de 2005, possa aprovar a nossa candidatura,
em detrimento das de Oslo, Roma e Atenas.

Termino, agradecendo mais uma vez a cola-
boragcdo de todos os que contribuiram para os
éxitos da APED em 2004 e fazendo votos de um
ano novo cheio de sucessos, pessoais, profis-
sionais e associativos.
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Artigo de revisao

Carla Morgado'? e Isaura Tavares'

Mecanismos Fisiopatologicos da Dor
Neuropatica Diabética

A diabetes é uma doenca crénica muito fre-
quente em paises desenvolvidos, tendo sido
estimado que no ano de 2000 existiam cerca
de 151 milhdes de diabéticos em todo o mun-
do (Zimmet, et al., 2001). Mais de metade dos
diabéticos desenvolve neuropatia durante os
25 anos subsequentes ao aparecimento da
doenca, independentemente do facto de se tra-
tar de doentes com diabetes tipo 1 ou 2 (Galer,
et al., 2000; Simmons, et al., 2002). A diabetes
€, pois, uma das causas mais comuns de neu-
ropatia em paises desenvolvidos e a ela se
associa elevada morbilidade. A forma mais co-
mum de neuropatia diabética é a polineuropatia
simétrica periférica caracterizada pela degene-
racdo dos nervos periféricos particularmente ao
nivel dos membros inferiores (Duck, et al., 1993;
Podwall, et al., 2004).

A dor € um sintoma frequentemente referido
pelos diabéticos. Atinge sobretudo os membros
inferiores (planta do pé e calcanhares) sendo
descrita como uma constante sensacao de quei-
madura, ardor e/ou guinada (Galer, et al., 2000;
Kapur, 2003; Podwall, et al., 2004). A contribuir
para a gravidade do problema da dor neuropa-
tica diabética saliente-se a baixa eficacia dos
analgésicos normalmente utilizados com suces-
so noutros tipos de dor (Przewloki, et al., 2001).
Se ainda subsistem duvidas quanto aos meca-
nismos da dor neuropética em geral no caso da
neuropatia diabética a falta de conhecimentos
que permitam uma melhor compreenséao e, con-
sequentemente, uma melhor actuacéo € ainda
mais evidente. Porém, nos ultimos anos, mode-
los experimentais de diabetes tém permitido es-
clarecer alguns dos mecanismos da dor neuro-
patica diabética. O modelo mais estudado é o
de ratos diabéticos em que a hiperglicemia é in-
duzida por administracao intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ), um agente que destroi
selectivamente as células p das ilhotas de Lan-

‘Instituto de Histologia e Embriologia

Faculdade de Medicina e IBMC

Universidade do Porto, Portugal

2Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentagéo
Universidade do Porto, Portugal

gerhans no pancreas. Poucos dias apos a admi-
nistracao de STZ os animais apresentam alodi-
nia tactil, hiperalgesia a estimulos mecanicos e
gufmicos e dor espontanea (Ahlgren, et al., 1993;
Calcutt, et al., 1996; Courteix, et al., 1993). Neste
trabalho efectuamos uma revisdo dos mecanis-
mos fisiopatoldgicos da dor neuropética diabé-
tica abordando as alteracbes periféricas, espi-
nhais e supraspinhais e discutindo as implicagcdes
destes achados no tratamento farmacolégico da
diabetes.

Mecanismos periféricos

A hiperglicemia induz profundas alteracées mor-
fofuncionais dos nervos periféricos que incluem
desmielinizacdo segmental e paranodal, atrofia e
perda axonais, degeneracdo walleriana e rege-
neracdo aleatéria das fibras afectadas (Wright,
et al., 1994), a que se acresce diminuicdo da
velocidade de conducdo do impulso nervoso
(Obrosova, 2003). Na origem de tais alteracées
parecem estar mecanismos vasculares e meta-
bdlicos resultantes da hiperglicemia (Fig. 1). Na
diabetes ocorrem disfuncdes endoteliais dos vasa
nervorum que levam ao aumento da resisténcia
vascular e diminuicdo do fluxo sanguineo e da
tensdo de oxigénio, o que, colectivamente, induz
processos de isquemia/hipoxia nos nervos perifé-
ricos (Kapur, 2003; Obrosova, 2003; Wright, et al.,
1994). Um dos mecanismos moleculares de dimi-
nuicdo do fluxo vascular é a activacao da PKC
(cinase proteica C), provavelmente induzida pelo
aumento da glicose intracelular a nivel periférico.
Efectivamente, os inibidores da PKC aumentam
marcadamente o fluxo sanguineo em érgéos como
a retina, e 0 oposto ocorre com indutores da enzi-
ma (Koya, et al., 1998). As disfuncdes vasculares
induzem, em Ultima analise, alteracdes nervosas
nomeadamente por desencadearem morte celular
programada — apoptose — em células dos nervos
periféricos, das quais 0os neuronios dos ganglios
raquidianos constituem exemplo paradigmatico
(Srinivasan, et al., 2000). A apoptose na diabetes
devera envolver disfuncdes do sistema mitocon-
drial e activacao da cascata celular da apoptose
por diminuic&o da sintese de bcl-2, uma molécu-
la com funcao antiapoptética (Srinivasan, et al.,
2000). Relativamente aos mecanismos metabdli-
cos indutores de lesdo dos nervos destacam-se
as alterac6es do metabolismo do sorbitol (Fig. 1).

5
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NERVOS PERIFERICOS

Figura 1. Mecanismos vasculares e metabdlicos envolvidos na etiopatogenia da neuropatia diabética.

Durante a diabetes ha um aumento marcado da
actividade da enzima reductase de aldoses com
consequente acumulacéo de sorbitol a nivel celu-
lar, 0 que induz stress osmatico e potencia a gli-
cosilagcéo e glicooxidagdo dos componentes celu-
lares. Estes disturbios metabdlicos podem produzir
radicais livres e substancias oxidantes induzindo
stress oxidativo nos neurénios e células de Schwann
(Kapur, 2003; Obrosova, 2003; Wright, et al.,
1994). O stress oxidativo e osmotico e os produ-
tos resultantes da glicosilagéo e glicooxidacao
induzem a cascata de cinases proteicas activa-
das por mitogénos (MAPK) e, efectivamente, os
neuroénios dos ganglios raquidianos de ratos dia-
béticos tém aumentos marcados de diversos ti-
pos de MAPK (p. ex. ERK, MAPK p38). A acti-
vacdo das MAPK associa-se uma fosforilacédo
aberrante de neurofilamentos documentada nos
nervos periféricos em modelos experimentais e
em humanos, 0 que parece acarretar perda axo-
nal dos nervos periféricos (Fernyhough, et al.,
1999; Purves, et al., 2001). A possibilidade de
interferir neste mecanismo de activacdo das
MAPK foi recentemente evidenciada ao demons-
trar que, em animais tratados com STZ, a admi-
nistracao de inibidores da MAPK p38 previne
alteracdes na conducédo nervosa a nivel periférico
(Agthong, et al., 2002).

As lesbes dos nervos periféricos acima descri-
tas podem afectar fibras nociceptivas, o que po-
dera ser um dos desencadeantes da dor na dia-
betes. Registos electrofisioldgicos no rato diabético

demonstraram hiperexcitabilidade das fibras C e
Ad associada ao aumento do nimero de poten-
ciais de acc¢ao durante a estimulagcéo sustentada,
a descargas ectopicas independentes do estimu-
lo e a diminuicao da capacidade de polarizacéo
destas fibras (Alhgren, et al., 1994; Chen, et al.,
2001; 2003; Khan, et al., 2002). Tais fendmenos
podem ter por base alteracbes variadas como
activacdo de canais i6énicos nomeadamente de
sodio e calcio. Em ratos diabéticos, detectaram-
se aumentos quer do numero de canais de sodio
resistentes a tetrodotoxina na membrana axonal
dos aferentes primarios quer da densidade de
corrente dos mesmos. Admite-se que 0 aumento
de corrente possa resultar directamente do au-
mento do nimero de canais mas podera também
ser devido a activagdo de canais inactivos em si-
tuacGes nao patoldgicas (Hirade, et al., 1999). Em
ratos tratados com STZ detectaram-se também al-
teracdes nos canais de calcio dependentes da
voltagem nos aferentes primarios, nomeadamente
aumento dos seus numeros e dos niveis de acido
ribonucleico mensageiro (RNAm) de algumas das
subunidades que os compdem. Os aferentes pri-
marios apresentavam também maior permeabili-
dade ao calcio e incremento da libertacdo das
reservas citoplasméticas deste ido com conse-
quente aumento da concentragdo de calcio intrace-
lular e alteracdes nas vias de transducéo de sinal,
nomeadamente por activacdo de cinases proteicas
(Chen, et al., 2001; Hall, et al., 2001; Yusaf, et al.,
2001). Em ratos diabéticos, os bloqueadores dos
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Aferente Primario

Dendrite de neurdnio da
medula espinhal

Alteracoes periféricas:

T Activagéo de canais de sddio resistentes a
tetrodotoxina (Na*) e canais de calcio dependentes da
voltagem (Ca?*)

T Actividade da PKC
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receptores muscarinicos

T Expressédo de CCK e dos seus receptores

T e | Expresséo de receptores adrenérgicos

Figura 2. Representacao esquemadtica de algumas alteragbes neuroquimicas na neuropatia diabética dolorosa, a nivel
periférico e da medula espinal. CCK: colecistocinina; CGRP: proteina relacionada com o gene da calcitonina;

GLU: glutamato; MAPK: cinases proteicas activadas por mitogéneos; NK1: receptores da substancia P; NMPA/AMPA:
receptores ionicos do glutamato; NPY: neuropeptideo Y; PKC: cinase proteica C; SOM: somatostatina; SP: substancia P;
RCCK: receptores da colecistocinina;, RM: receptores muscarinicos.

canais de caélcio induzem efeito antialodinico e
analgésico (Luo, et al., 2002), o que parece jus-
tificar a eficacia dos anticonvulsionantes no alivio
de quadros algicos em diabéticos (Krishnan,
et al., 2003).

Alguns autores admitem que na base das al-
teracdes dos canais idnicos periféricos possa
estar a activacdo da PKC. Para além da accéo
directa sobre os canais ionicos, a PKC podera
actuar ainda fosforilando proteinas G a eles as-
sociadas ou outros mensageiros secundarios
envolvidos no processamento da dor (Hall, et al.,
2001). Apesar das incertezas relativamente aos
mecanismos, a influéncia da PKC na dor neuro-
patica diabética € inequivoca dado que a admi-
nistracdo periférica dos seus inibidores alivia a
hiperalgesia mecénica em ratos diabéticos e di-
minui a disfuncdo da conducao nervosa perifé-
rica possivelmente por reducdo da hiperexcita-
bilidade das fibras C (Ahlgren, et al., 1994).

A dor neuropatica diabética parece também as-
sociar-se a alterac6es da expressao de neurotrans-
missores/receptores importantes na transmissao
da dor. No que diz respeito aos neurotransmis-
sores, 0S neurénios dos ganglios raquidianos
apresentam diminuicdes dos niveis de substan-
cia P (SP), somatostatina e CGRP (Diemel, et al.,
1992; 1994; Rittenhouse, et al., 1996) e aumentos
de outros neurotransmissores como indicado
pela maior expressdo do RNAmM do neuropepti-
deo Y (Rittenhouse, et al., 1996) (Fig. 2). Relati-

vamente a receptores, foram detectados aumen-
tos quer do RNAm dos receptores adrenérgicos
do tipo a1 nos neurdnios dos ganglios raquidia-
nos quer dos locais de ligagcdo dos respectivos
agonistas/antagonistas (Fig. 2). O aumento
daqueles receptores adrenérgicos nas mems-
branas dos aferentes primarios tem um papel
importante na excitabilidade das fibras C me-
diante mecanismos complexos que parecem
envolver activagdo da PKC com consequente
aumento dos niveis intracelulares de calcio
(Lee, et al., 2000). Inicialmente pensou-se que
as alteracOes destes receptores se relaciona-
vam com a activacédo do sistema nervoso sim-
patico, de um modo analogo ao que acontece
em modelos de neuropatia traumatica, mas as
alteracbes que ocorrem no sistema nervoso
simpatico durante a diabetes nao parecem
contribuir para a dor neuropatica diabética
(Ahlgren, et al., 1993).

Mecanismos centrais

Durante a neuropatia diabética os neurénios
da medula espinhal apresentam activacao ecto-
pica espontanea e hiperexcitabilidade, altera-
¢bes que parecem afectar neurdnios de largo
espectro dinamico (WDR), nomeadamente os do
feixe espinotalamico (Chen, et al., 2002; Khan,
et al., 2002; Pertovaara, et al., 2001). Admite-se
que tais fendmenos possam contribuir quer para
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a sensibilizacdo central quer para a cronicidade
da dor.

Algumas das alteragdes na expressao dos neu-
rotransmissores e receptores detectadas nos afe-
rentes primarios reflectem-se no corno dorsal da
medula espinhal (Fig. 2). Ao decréscimo na ex-
pressdo de SP no corno dorsal da medula espi-
nhal de animais diabéticos associa-se um au-
mento dos seus receptores (receptores NK1)
(Kamei, et al., 1990) que parece estar na base
da antinocicepcéo intensa detectada apds ad-
ministracdo de CI-1021, um antagonista dos re-
ceptores NK1 que actua especificamente a nivel
central (Field, et al., 1998). Um outro exemplo de
alteracdes periféricas com reproducéo na medula
espinhal diz respeito aos receptores adrenérgicos
do tipo a1. No corno dorsal de ratos diabéticos
ocorrem aumentos acentuados da expressao des-
tes receptores e dos locais de ligacdo de agonis-
tas e antagonistas especificos (Bitar, et al., 1999;
Lee, et al., 2000). A estas alteragdes do sistema
adrenérgico na medula espinhal do rato diabético,
acrescem alteracfes dos receptores adrenérgicos
a2. Na medula espinhal dos ratos tratados com
STZ, o RNAmM dos receptores a2 diminui bem
como os locais de ligagéo dos seus agonistas, o
que devera justificar a baixa acg&o antinociceptiva
do respectivo agonista (clonidina) apoés instilacao
intratecal em ratos diabéticos (Bitar, et al., 1999). A
complexidade das alteracdes dos receptores adre-
nérgicos tem sido correlacionada com a desregu-
lac&o do metabolismo da noradrenalina na medu-
la espinhal de ratos diabéticos cujo turnover e
libertacéo esta claramente diminuido. O aumento
da densidade de ligacao dos receptores adrenér-
gicos a1 podera representar um mecanismo com-
pensatério para a diminuicdo de noradrenalina
(Bitar, et al., 1999). As alteracGes periféricas na
actividade da PKC também se reflectem a nivel
espinhal. A administracao intratecal de indutores
da actividade da PKC aumenta a libertacdo de
aminodacidos excitatérios e SP na medula espinhal
e activa os receptores NMDA. O facto destas al-
teragBes neuroquimicas interferirem no processa-
mento da dor no rato diabético ficou demonstrado
por estudos que mostram inibicdo da hiperalgesia
e alodinia apds administracéo intratecal de inibi-
dores da PKC (Ohsawa, et al., 1999). Para além
dos neurotransmissores/receptores cujas altera-
cbes periféricas se reflectem a nivel espinhal,
foram detectadas alteracfes adicionais noutros
sistemas de transmissores e seus receptores na
medula espinhal durante a neuropatia diabética.
O glutamato parece estar envolvido na neuropatia
diabética dado ocorrerem aumentos da densida-
de dos locais de ligag&o dos receptores NMDA e
AMPA e da afinidade de ligacao de antagonistas
daqueles receptores na medula espinhal de ratos
diabéticos (Li, et al., 1999). Tem sido sugerido que
tais alteracbes possam reflectir um aumento da
afinidade de ligagdo do glutamato aos respecti-
vos receptores predispondo 0s neurdnios espi-
nhais a hiperexcitabilidade (Li, et al., 1999). De

facto, a administracao de antagonistas dos recep-
tores NMDA tém um efeito analgésico importante
em ratos diabéticos (Malcangio, et al., 1998).

Outros sistemas de neurotransmissores/recep-
tores alterados na medula de ratos diabéticos
tém sido estudados na perspectiva das suas
interaccbes com neuroagentes importantes na
transmiss&o dolorosa como o acido y-aminobu-
tirico (GABA) e os opiodides. Os locais de ligacéo
e a afinidade de ligacdo dos receptores musca-
rinicos aumentam na medula de ratos diabéticos
e a administracdo intratecal de agonistas dos
receptores muscarinicos induz antinocicepg¢ao.
Este fendmeno parece envolver uma diminuicao
da libertac&o de glutamato a partir dos terminais
dos aferentes primarios na medula espinhal com
intervencao do sistema espinhal GABAérgico. A
activacéo dos receptores muscarinicos induz li-
bertacdo de GABA que actua pré-sinapticamen-
te impedindo a libertagédo de glutamato. A inter-
vencao do GABA neste processo € evidenciada
pela inibicdo do efeito antinociceptivo dos ago-
nistas muscarinicos quando se administram an-
tagonistas dos receptores GABAg (Chen, et al.,
2003). Um outro neurotransmissor cuja alteragao
durante a neuropatia diabética afecta directa-
mente outros sistemas de transmissores € a co-
lecistocinina (CCK) dado estar associada a
resisténcia da dor neuropatica diabética aos opi-
6ides. De facto, a administracdo concomitante
de antagonistas de CCK e agonistas opidides
apresenta um efeito analgésico maior do que
quando se procede a administracéo isolada de
cada um deles. A accdo da CCK esta ademais
exacerbada na medula de ratos diabéticos dado
que a administracéo intratecal de antagonistas
dos seus receptores exerce um efeito antinoci-
ceptivo proporcionalmente maior do que em ra-
tos normais (Coudoré-Civiale, et al., 2000; Ka-
mei, et al., 2001).

Na continuacao da descricdo das alteracdes
dos neurotransmissores/receptores na medula
espinhal durante a neuropatia diabética, tém vin-
do a desenhar-se novos rumos de investigacao
para o futuro. A importancia dos receptores va-
nildides (TRPV1) foi sugerida com base na ob-
servacédo de que a administracéo intratecal de
soro anti- TRPV1 reverte a hiperalgesia e alodi-
nia observada nestes animais (Kamei, et al.,
2001). O papel das MAPK no desenvolvimento
da hiperalgesia e alodinia na dor neuropéatica
diabética também tem sido discutido apods ter
sido detectado aumento da actividade das
MAPK na medula espinhal e bloqueio da alodi-
nia apds administracéo intratecal de inibidores
destas proteinas em ratos tratados com STZ (Ci-
ruela, et al., 2003; Sweitzer, et al., 2004).

A nivel supraspinhal deverao ocorrer alteracées
neuroquimicas e anatémicas complexas durante
a neuropatia diabética. Porém, de um modo ané-
logo ao que acontece com outros tipos de dor
cronica (inflamatéria e neuropatica), s6 muito
recentemente se tem abordado este tema em par-
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ticular no que respeita as alteracoes do sistema
supraspinhal endégeno de controlo da dor. Os
dois neurotransmissores mais relevantes na accao
inibitoria descendente — serotonina e noradrenalina
— encontram-se alterados na neuropatia diabética
dolorosa. No cdrtex cerebral e bolbo raquidiano
de ratos tratados com STZ ocorre diminuicdo da
sintese e concentracdo de serotonina (Manjarrez-
Gutiérrez, et al., 2000; Sandrini, et al., 1997; Sou-
nvoravong, et al., 2004) e aumento da densidade
dos respectivos receptores (Sandrini, et al., 1997;
Sumiyoshi, et al., 1997). No bolbo raquidiano des-
tes animais, a concentragao de noradrenalina esta
diminuida (Ramakrishnan, et al., 1995). Estes da-
dos sugerem que a neuropatia diabética pode
estar associada a uma modulacdo descendente
inibitéria da dor menos eficaz. A utilidade dos an-
tidepressivos inibidores da recaptacdo da seroto-
nina ou da serotonina/noradrenalina, que levam a
um aumento de concentragdo destes neurotrans-
missores nas fendas sinapticas, podera decorrer
da reposicdo das accdes inibitérias do sistema
(McQuay, et al., 1996; Sindrup, et al., 1999). Porém
€ ainda pouco claro quais as areas supraspinhais
envolvidas no fendmeno. Efectivamente, o envolvi-
mento de sistemas de modulagé&o cléssicos como
os do nucleo do rafe e formacéo reticular adja-
cente, repetidamente demonstrado na dor neuro-
patica por traumatismo periférico (Ma, et al., 1999;
Pertovaara, et al., 1996; Porreca, et al., 2002; Wei,
et al., 1999), ndo parece ocorrer na neuropatia
diabética (Pertovaara, et al., 2001).

Tratamento farmacolégico

O tratamento farmacolégico da dor provocada
por neuropatias incluindo a diabética é frequen-
temente insatisfatério dada a baixa eficacia de
substancias como as substancias opidides e 0s
anti-inflamatérios néo esterdides. Algumas das
causas da ineficacia dos opidides no tratamento
da dor neuropéatica foram abordadas neste tra-
balho como, por exemplo, a degeneracéo de
fibras C com perda dos respectivos receptores
de membrana (Chen, et al., 2002) e o aumento
da expresséo espinhal de CCK e do seu anta-
gonismo no efeito antinociceptivo dos opidides
(Coudoré-Civiale, et al., 2000). Curiosamente, tal
antagonismo da CCK na analgesia por opidides
parece estender-se a niveis mais altos do neu-
roeixo, tendo sido ja detectados aumentos do
RNAmM daquela substancia no encéfalo de ratos
diabéticos (Kamei, et al., 2001).

Outros farmacos abordados interferem sobre
receptores do GABA e do glutamato. Tal como
noutras neuropatias, o efeito antinociceptivo do
baclofeno, agonista dos receptores GABA, € mui-
to baixo, sendo necessarias doses elevadas para
a obtencao daquele efeito, com as consequentes
accles laterais adversas (Calcutt, et al.,, 1997;
Malgangio, et al., 1998). Os antagonistas dos re-
ceptores NMDA do glutamato mostraram alguma
eficacia na diminuicao de hiperalgesia e alodinia

na neuropatia diabética dolorosa mas o caracter
ubiguitario do glutamato impede, obviamente,
abordagens farmacoldgicas mais generalizadas
(Calcutt, et al., 1997; Malgangio, et al., 1998).
Mais recentemente abordou-se a utilidade de ini-
bidores das MAPK na dor neuropética (Sweitzer,
et al., 2004), com resultados promissores que me-
recem estudos futuros mais detalhados.

Actualmente, o tratamento farmacolégico mais
eficaz na neuropatia diabética dolorosa consiste
na administracdo oral de farmacos antidepres-
sivos, anticonvulsivantes/antiepilépticos. Rela-
tivamente aos antidepressivos, 0s principios
activos que demonstraram maior eficacia nos
ensaios clinicos com individuos diabéticos fo-
ram a imipramina e a amitriptilina (inibidores da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina), ve-
rificando-se uma eficacia mais reduzida para a
desipramina (inibidor selectivo da recaptacao
da noradrenalina) e para a paroxetina ou fluo-
xetina (inibidores selectivos da recaptacao de
serotonina). Ensaios clinicos com substancias
anticonvulsivantes, como o mexiletina, fenitoina,
carbamazepina, oxcarbazepina e gabapentina
apresentaram bons resultados no alivio da dor
de individuos diabéticos (Krishnan, et al., 2003;
McQuay, et al., 1996; Sindrup, et al., 1999). A
aplicacéo topica de capsaicina também apre-
sentou efeitos significativos em 3 dos 5 ensaios
clinicos efectuados com individuos afectados
por neuropatia diabética dolorosa (Sindrup, et al.,
1999). A aplicacao tépica ou utilizacdo de pensos
de lidocaina é a menos utilizada, existindo pou-
cos ensaios clinicos que atestem a sua eficacia
(Krishnan, et al., 2003).

Em resumo, alguns dos mecanismos fisioldgi-
cos da dor neuropatica diabética permanecem
pouco compreendidos apesar dos estudos efec-
tuados terem mostrado algumas semelhancas
com a fisiopatologia de neuropatias provocadas
por traumatismo dos nervos periféricos. Importa
continuar os estudos particularmente no que
respeita aos mecanismos centrais com particu-
lar destaque na ac¢éo do sistema supraspinhal
enddgeno de controlo da dor.
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Efeitos da Activacao de Receptores
GABA; do Complexo Ventrobasal
Talamico em Ratos Sujeitos a Testes
de Dor Inflamatdria Aguda e Cronica

Catarina Soares Potes, Fani Lourenca Neto e José Manuel Castro Lopes

Resumo

Estudos anteriores sugeriram que em nucleos talamicos de transmissao, tais como os do complexo ventro-
basal (VB), os receptores GABA; estdo envolvidos na modulacéo da actividade neuronal, em resposta a
estimulos néxicos cronicos. Contudo, nao se conhece o efeito da sua activagdo numa condi¢ao como a dor
aguda ou crénica de origem inflamatoria. Esse efeito foi estudado no presente trabalho, através da analise
da accéo do baclofeno, um agonista especifico dos receptores GABA,, injectado por estereotaxia no VB,
sobre dois testes comportamentais de dor: o teste do formol (dor aguda) e o teste de flexdo do tornozelo
em animais monoartriticos (dor cronica).

Os animais foram injectados com 2,5 pl de soro fisioldgico (controlos) ou com 2,5 pl de baclofeno na
concentracao 350 ng/pl. No teste do formol, os animais controlo apresentaram comportamentos rela-
cionados com a dor associada as fases 1 e 2 do teste. Pelo contrario, os ratos injectados com baclo-
feno (2,5 pl, 350 ng/pl) demonstraram um abaixamento estatisticamente significativo de todos os
comportamentos associados a dor. No teste de flexdo do tornozelo utilizaram-se grupos de ratos com
2, 4 e 14 dias de monoartrite. As pontuacoes do teste de flexdo do tornozelo nos animais controlo
mantiveram-se proximas do maximo (pontuacdo 20) e praticamente constantes ao longo de todo o
teste, indicando a presenca de alodinia. Observou-se o0 mesmo em ratos com 2 dias de MA injectados
com baclofeno. Contrariamente, nos ratos com 14 dias de MA a injeccao de baclofeno foi eficaz na
reducdo da alodinia verificando-se uma descida das pontuacoes do teste de flexdao do tornozelo a
valores minimos de 6,3 + 1,6 aos 15 min pds-injeccao. Cinquenta minutos apos a injeccao de baclofe-
no as pontuacées comecaram a aumentar até atingirem o valor inicial. Testes motores demonstraram
que a injeccao de baclofeno (2,5 pl, 350 ng/pl) ndo afectava significativamente a capacidade motora
dos animais.

Os resultados deste estudo demonstram que a activacéo dos receptores GABA, pelo baclofeno inibe
os neuronios do VB de ratos MA diminuindo a alodinia. Adicionalmente, a resposta é dependente do
tempo de inflamacéo, sugerindo que os neurénios VB talamicos estardao num estado excitatorio dife-
rente ao longo da doenca. A activacédo dos receptores GABA; do VB tem também um efeito analgésico
em animais normais com dor aguda, tal como foi observado no teste do formol. Concluindo, foi demons-
trado um papel especifico para os receptores GABA; do VB no processamento da dor aguda e crénica
inflamatdria.

Palavras-chave: GABA,. Baclofeno. Talamo. Dor crénica inflamatéria. Dor aguda. Monoartrite. Teste do formol.
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Introducao

O &cido y-aminobutirico (GABA) é o neurotrans-
missor mais importante do sistema nervoso cen-
tral (SNC), onde desempenha funcdes fundamen-
tais na regulacdo da actividade neuronal, na
plasticidade e na patogénese. O GABA actua em
dois tipos de receptores, o ionotropico GABA, e
0 metabotropico GABA; (Bowery, 1999).

Os receptores GABA; medeiam respostas ini-
bitérias lentas e duradouras actuando por inibi-
céo pré-sinaptica de canais de Ca?* activados
pela voltagem, inibindo a libertagdo de neuro-
transmissores excitatérios, e/ou através de po-
tenciais pods-sinapticos inibitérios, por activacéao
de canais de K*, inibindo a excitabilidade neuro-
nal (Bowery, 1999; Misgeld, et al., 1995). Existem
alguns ligandos para este receptor (Humeniuk,
et al., 1995; Bowery, 1999), sendo o baclofeno
0 agonista mais utilizado. Acredita-se que a bai-
xas concentracdes o baclofeno actua pré-sinap-
ticamente de modo a diminuir a libertacdo de
neurotransmissores via hetero e auto-recepto-
res, enquanto que a altas concentragdes devera
alterar a excitabilidade membranar pds-sinapti-
ca por inducdo de uma hiperpolarizacdo mem-
branar (Yamada, et al., 1999).

Diversos estudos electrofisioldgicos e farma-
cologicos tém implicado os receptores GABA,
em mecanismos de processamento da dor (Dirig
e Yaksh, 1995; Lin, et al., 1996; Green e Dicken-
son, 1997). A monoartrite (MA) € um modelo bem
definido de dor cronica inflamatéria, a qual é
induzida por injeccao intra-articular de adjuvante
completo de Freund (CFA) na articulacéo tibio-
tarsica da pata traseira de ratos (Butler, et al.,
1992). Os ratos com monoartrite cronica apre-
sentam sinais de hiperalgesia e alodinia que séo
quantificaveis pelo teste de flexdo do tornozelo
(Butler e Weil-Fugazza, 1994). Neste modelo de
dor, foram efectuados estudos de ligacédo onde se
verificaram alteragbes do receptor GABA; na
medula espinhal ipsilateral a inflamacéo perifé-
rica (Castro-Lopes, et al., 1995). A nivel supra-
espinhal, observou-se uma diminuicdo do ARNm
do receptor GABA;1b no complexo ventrobasal
talamico (VB) contralateral a pata artritica de
ratos MA (Ferreira-Gomes, et al., 2004), sugerin-
do que os receptores GABAy dever&o estar en-
volvidos na modulagé&o da actividade neuronal
em nucleos de transmissao taldmicos em respos-
ta a estimulos noéxicos crénicos. O VB compreen-
de 0s nucleos de transmissao ventro postero-me-
dial (VPM) e ventro postero-lateral (VPL), que
projectam maioritariamente para o cortex cere-
bral somatossensorial, sendo por isso associados
a componente sensorial-discriminativa da dor
(Guilbaud, et al., 1994; Price, 1995). Contudo, o
efeito da sua activacdo nesta condicao de dor
cronica inflamatéria n&o € conhecido.

Torna-se também importante verificar o papel
da activagdo dos receptores GABA; do VB de
ratos normais sujeitos a um estimulo néxico agu-

do, de forma a poder comparar com o efeito
verificado num estado de dor crénica. O teste de
formol € um modelo fiavel de dor animal induzido
por uma lesdo aguda do tecido (Tjelsen, et al.,
1992). Os comportamentos nociceptivos induzi-
dos pelo formol sdo quantificaveis e apresentam
duas fases: uma primeira fase (dor aguda) que
dura aproximadamente 5 min e uma fase tardia,
que comeca 15-20 min apds injeccao durando 20
a 40 min. Esta uUltima (fase inflamatéria), que tam-
bém é denominada de fase ténica ou cronica, é
dependente da inflamacéo local e/ou de altera-
cbes prolongadas no SNC (Tjglsen, et al., 1992).
No presente estudo, foram efectuadas injeccoes
estereotaxicas de baclofeno no VB de ratos, de
forma a avaliar os efeitos da activacao do receptor
GABA nesta regiao talamica em animais com hi-
peralgesia e alodinia, através dos testes de noci-
cepcao de flexdo do tornozelo e do formol.

Materiais e métodos
Animais utilizados e indugédo da inflamagé&o crdnica

Utilizaram-se ratos Wistar machos (IBMC, Por-
to, Portugal) pesando entre 270 e 310 g. Para o
teste de flexdo do tornozelo foram utilizados ratos
com 2, 4 e 14 dias de MA. A MA foi induzida por
injeccéo intracapsular de 50 pl de adjuvante com-
pleto de Freund (CFA) na articulacao tibiotarsica
esquerda sob breve anestesia volatil (isofluora-
no), como ja descrito (Butler, et al., 1992). De
forma a minimizar comportamentos motivados
por medo, os animais foram habituados ao expe-
rimentador durante varios dias antes da injeccéo
de CFA e durante a evolucdo da MA, até a exe-
cucdo dos testes comportamentais. A evolucao
da reaccéo inflamatdria foi monitorizada todos os
dias utilizando uma escala subjectiva que toma
em consideracao os sinais de inflamacéao local e
0 comportamento motor do animal, onde O signi-
fica que ndo ha sinais de inflamacgéo e 4 indica
que ha uma inflamacé&o grave com repercussoes
na actividade motora do animal (Castro-Lopes, et
al.,, 1992). Todos os animais que desenvolveram
sinais de poliartrite foram excluidos dos testes
comportamentais subsequentes. Em todas as ex-
periéncias foram seguidas as normas éticas para
0 estudo de dor experimental em animais cons-
cientes (Zimmermann, 1983) bem como a direc-
tiva 86/609/EEC da Uniao Europeia.

Implante da canula guia

No grupo de 14 dias de MA, foi implantada
cirurgicamente uma céanula guia 7 dias apoés in-
jeccéo de CFA, utilizando o mesmo procedimen-
to ja descrito anteriormente (Neto e Castro-Lo-
pes, 2000). Os ratos dos grupos de 2 e 4 dias
de MA foram operados 5 e 3 dias antes da in-
jeccao de CFA, respectivamente, e os ratos para
o teste do formol 7 dias antes da execucé&o do
teste. Os animais foram anestesiados com uma
mistura de hidrocloreto de quetamina (Ketalar,



C.S. Potes, et al.: Efeitos da Activacdo de Receptores GABA, do Complexo Ventrobasal Talamico em Ratos Sujeitos a Testes de Dor...

60 mg/kg) e hidrocloreto de medetomidina
(Domitor, 0,25 mg/kg) e o cranio foi fixado a
um aparelho de estereotaxia. A canula guia
(Neolus 23 gauge, Terumo, Belgium) foi im-
plantada 3-5 mm dorsalmente ao local de in-
jeccao no VB contralateral a articulagao artriti-
ca, seguindo as coordenadas estereotaxicas de
Paxinos e Watson (1998), e fixada ao cranio com
dois parafusos pequenos de aco inoxidavel e
cimento de dentista.

Injecgbes intracerebrais

Todos os ratos foram injectados no VB contra-
lateral com 2,5 pl de soro fisiolégico (grupos
controlo) ou baclofeno, através de uma agulha
(B-D Micro-Fine + 29 gauge, Becton Dickinson,
France) inserida na céanula guia.

Nos ratos monoartriticos, os grupos controlo
foram injectados com 2,5 ul de soro fisiolégico a
pH 7,6 e foram divididos em trés grupos: 2 dias
(2d) MA, n = 5; 4 dias (4 d) MA, n = 5; 14 dias
(14 d) MA, n = 4. Os ratos injectados com ba-
clofeno a concentracdo 350 ng/ul (preparada
com agua estéril para injectaveis) foram igual-
mente divididos em trés grupos (2 d MA, n = 6;
4dMA n=4e 14 dMA, n =6). Una dose de
200 ng/ul baclofeno foi administrada a outro gru-
po de ratos com 14 dias de MA (n = 4). Para o
teste do formol, foram injectados 2,5 ul de
soro fisiolégico (controlo, n = 6) ou baclofeno
(850 ng/ul, n = 6) no VB dez minutos antes da
injeccéo de formol (ver em Avaliagcdo comporta-
mental — Teste do formol). Todas as solucdes
foram administradas ao longo de um periodo
de 60 s. A seleccao da concentracdo de ba-
clofeno a testar e o melhor volume a injectar
no VB foram estimadas através de testes pre-
liminares e pesquisa bibliogréfica (Ulrich e
Huguenard, 1996; Le Feuvre, et al., 1997; Mah-
moudi e Zarrindast, 2002).

Avaliagdo comportamental — Teste do formol

O teste do formol (Tjelsen, et al., 1991, 1992;
Almeida, et al., 1999) foi efectuado sete dias
apos o implante da canula em ratos normais. Os
animais foram manuseados na camara de teste
durante 30 min todos os dias ao longo da sema-
na que precedeu o teste do formol, e foram
colocados nessa mesma camara uma hora an-
tes da experiéncia ser iniciada, de forma a dimi-
nuir a variabilidade nos comportamentos evoca-
dos pelo formol (Tjglsen, et al., 1992).

Os animais controlo e injectados com baclofeno
foram processados em paralelo em todas as séries
experimentais. Dez minutos antes do teste do for-
mol os ratos foram injectados com 2,5 pl de soro
fisiolégico (controlo, n = 6) ou baclofeno (350 ng/ul,
n = 6) no VB contralateral a pata injectada. Todos
os ratos foram injectados subcutaneamente com
50 pl de formol neutro a 5%, na face dorsal da pata
esquerda traseira. Os animais foram devolvidos
a camara de teste imediatamente apds injeccao

e o comportamento foi gravado em video duran-
te 60 min. Subsequentemente, as actividades dos
ratos foram classificadas e analisadas através de
um programa de computador produzido para este
efeito (criado por A. Tjglsen e K. Hole). Foram
analisadas as seguintes categorias de comporta-
mento (Almeida, et al., 1999): 1) tempo dispendido
em actividades relacionadas com a dor focalizada;
2) tempo dispendido em actividades relacionadas
com a dor ndo focalizada, e 3) numero de reflexos
involuntarios da pata injectada ou dos quadris tra-
seiros (jerks da pata). O comportamento de dor
desenvolvido pelos animais foi avaliado pelo tempo
dispendido na categoria 1 (comportamento focali-
zado de dor) e 1 mais 2 (comportamento total de
dor) durante 12 periodos sucessivos de 5 min cada,
e também pelo numero de jerks da pata efectuados
nos mesmos periodos (Almeida, et al., 1999).

Avaliagdo comportamental — Teste de flexdo
do tornozelo

O teste de flexdo do tornozelo para ratos MA
(Butler e Weil-Fugazza, 1994) foi efectuado imedia-
tamente antes da injeccéo e a dezassete tempos
diferentes nos 90 min seguintes (2, 5, 7, 10, 12, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 e 90 min). Este
teste foi efectuado por um investigador que desco-
nhecia qual a solucéo injectada, e consiste na ava-
liacdo do numero de vocalizacdes ef/ou reaccdes
de luta produzidos pelo rato em resposta a cinco
flexdes e extensbes alternadas do tornozelo feitas
pelo experimentador. A pontuacéo do teste é deter-
minada por meio de uma escala de avaliagéo, onde
pontuacdes elevadas (2 pontos) sdo atribuidas a
vocalizacdes em resposta a manipulacées modera-
das (flexdo ou extensdo) da articulac&o inflamada,
e pontuacdes baixas (0 pontos) sdo dadas a ausén-
cia total das respostas avaliadas. A soma das reac-
cOes registadas a cada flexdo ou extensdo, com
valor maximo de 20 pontos, da a pontuacao do
teste de flexdo do tornozelo, indicativa do grau de
alodinia e hiperalgesia do animal.

Avaliagdo comportamental — Fungdo motora

Foram efectuados varios testes de avaliacdo da
fungédo motora (reflexo placing/stepping, reflexo ri-
ghting [Dirig e Yaksh, 1995; Euler, et al., 1996;
Whishaw, et al., 1999], teste positional sense [White,
et al., 1989], reflexo withdrawal, reflexo toe spread
[Euler, et al., 1996]) num grupo separado de ratos
(n = 10), os quais foram primeiro injectados com
soro fisioldgico e posteriormente com 350 ng/ul de
baclofeno no VB, tal como descrito anteriormente.
Estes testes visaram verificar se o efeito analgésico
observado nos ratos injectados com esta dose
de baclofeno, aquando da execucéo dos testes de
formol e de flexdo do tornozelo, ndo seria con-
sequéncia de um efeito sobre a actividade mo-
tora. Os ratos foram primeiro testados com uma
injeccado de soro fisiolégico de forma a estabe-
lecer o grau de desempenho assumido como nor-
mal nestes animais, bem como de maneira a mini-
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mizar diferengas interindividuais na execugédo dos
testes. O desempenho do rato foi classificado como
(-) se ndo possuisse reflexo, (+) se tivesse um re-
flexo diminuido e (++) se o reflexo era normal.
Foram ainda efectuados outros testes de avalia-
céo motora: o teste de natagao (Euler, et al., 1996),
o teste de tonus muscular (White, et al., 1989), a
observagdo da postura e ambulagdo do animal
(Dirig e Yaksh, 1995) e uma variac&o do teste de
elevacao da cauda (Whishaw, et al., 1999), no qual
a cauda dos ratos foi elevada de modo a que as
patas traseiras do animal perdessem o contacto
com o chéo, obrigando o rato a andar para a fren-
te. A escala de classificagao utilizada nestes testes
foi (=) se o animal ndo conseguisse completar o
teste e (+) se conseguisse completar o teste com
sucesso. No caso do teste ser completado
com alguma dificuldade por parte do rato o seu
desempenho foi classificado de (+). Finalmente, foi
efectuado uma adaptacdo do teste de hanging
usado por Yang, et al. (2004). Para este teste foi
utilizado um filamento metélico com 60 cm de com-
primento suspenso a 40 cm de altura entre duas
barras verticais, acima de um colch&o de espuma.
O tempo maximo que o animal conseguiu manter-
se agarrado ao filamento apenas com as patas
dianteiras até se soltar foi cronometrado, o qual da
uma estimativa do ténus e forca muscular do rato.

Exame histoldogico

Quando todos os testes previstos para os ani-
mais foram completados, injectou-se 1 pl de co-
rante Chicago sky blue 6B a 2% (m/v) através
da céanula guia implantada e os animais foram
decapitados seguidamente. Os cérebros foram
removidos e mantidos a —80 °C para subsequen-
te processamento e exame histolégico do local
de injeccdo, em secc¢bes coronais com 30 pm
de espessura corados pela técnica de Nissl. A
avaliacédo dos locais de injeccéo foi feita tendo
como referéncia o Atlas do Encéfalo do Rato, de
Paxinos e Watson (1998).

Andlise estatistica

Os resultados referentes ao teste do formol fo-
ram apresentados como média + erro padrdo da
média (SEM) tanto para os ratos controlo como
para os injectados com baclofeno. Uma vez que
0 padrao de comportamento de dor pode diferir
entre as duas fases do teste do formol devido a
representarem dois tipos distintos de dor (Tjalsen,
et al., 1992), o comportamento dos animais con-
trolo e injectados com baclofeno durante a pri-
meira (0-5 min) e segunda (20-45 min) fases do
teste foi comparado separadamente por ANOVA
| e ANOVA I, respectivamente.

As pontuacdes do teste de flexdo do tornozelo
foram expressas como média = SEM tanto para
0s ratos controlo como para os injectados com
baclofeno e comparadas estatisticamente a cada
tempo por ANOVA |l seguido do teste post-hoc de
Bonferroni.

Os resultados referentes ao teste motor de
hanging foram apresentados como média = SEM
para 0s mesmos ratos quando injectados com
soro fisiolégico ou baclofeno e comparados es-
tatisticamente por ANOVA |.

Para todas as analises estatisticas feitas nes-
te trabalho foi aceite um nivel de significancia
de 0,05.

Resultados
Teste do formol

Os ratos controlo foram injectados com soro fi-
siolégico no VB através da cénula guia pré-im-
plantada. Apoés a injeccéo de formol estes animais
desenvolveram comportamentos relacionados
com a dor similares aos ja descritos para ratos
normais (ndo operados) (Dubuisson e Dennis,
1977, Tielsen, et al., 1992) (Fig. 1a, b e c).

A injeccéo de baclofeno produziu variagdes sig-
nificativas nos comportamentos relacionados com
a dor induzidos pela administragao de formol. As-
sim, os ratos injectados com baclofeno (n = 6)
demonstraram uma diminuicdo estatisticamente
significativa no tempo passado em comporta-
mentos de dor total (Fig. 1b) em ambas as fases,
por comparagao com os ratos controlo. Na rea-
lidade, os valores mantiveram-se extremamente
baixos, aproximadamente perto de zero durante
todo o periodo experimental, tornando-se quase
impossivel distinguir as duas fases do teste
(Fig. 1b). Relativamente ao comportamento de
dor focalizado, embora os valores se mantives-
sem extremamente baixos durante todo o teste,
nos ratos injectados com baclofeno nédo foram
detectadas diferencas estatisticamente significati-
vas entre os dois grupos na primeira fase do tes-
te do formol (Fig. 1a). Isto deveu-se ao facto dos
animais controlo exibirem poucos comportamen-
tos de dor focalizada nesta fase. No entanto, na
segunda fase do teste houve um abaixamento
estatisticamente significativo do comportamento
focalizado de dor nos animais injectados com ba-
clofeno (Fig. 1a). Finalmente, o numero de jerks
da pata dos animais injectados com baclofeno
diminuiu de uma forma estatisticamente significa-
tiva em ambas as fases do teste (Fig. 1c).

Progresséo da inflamagéo cronica

No dia seguinte a injeccédo de CFA todos os
animais apresentaram uma inflamacao grave res-
trita & pata injectada e revelaram os sinais compor-
tamentais associados a hiperalgesia e alodinia, tal
como ja descrito (Neto e Castro-Lopes, 2000). Os
animais estavam perfeitamente habituados ao in-
vestigador e ndo revelaram qualquer sinal de medo
ou agressividade durante a sua manipulacao. A
intensidade da inflamacé&o foi monitorizada diaria-
mente de acordo com uma escala subjectiva (Cas-
tro-Lopes, et al., 1992), e a média destas pontua-
cbes diarias esta representada na figura 2.
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Figura 2. Avaliagdo da intensidade da inflamacéo
(média + SEM) dos animais com MA induzida por
injeccdo de CFA (n = 19) nos dias precedentes a
injecgdo de soro fisioldgico ou baclofeno no VB (2, 4 e
14 dias de MA). O dia 0 representa o dia da injecgao de
CFA. No dia seguinte a injeccao de CFA todos os
animais desenvolveram uma inflamagdo grave (4 pontos)
restrita a pata injectada, mantendo-se as pontuacées
elevadas durante os 14 dias seguintes.

Figura 1. Teste do formol efectuado em ratos injectados
com 2,5 pl de soro fisiologico ou 350 ng/ul de baclofeno no
VB. Grdéficos ilustrativos de a) comportamento de dor
focalizada; b) comportamento de dor total, e ¢) numero de
jerks da pata apds injecgdo de formol a 5% na pata
traseira esquerda. Os dados foram contabilizados a cada
5 min (média + SEM). Os ratos injectados com baclofeno
apresentaram um abaixamento estatisticamente
significativo em ambas as fases, tanto no tempo gasto no
comportamento total de dor (1.2 fase, p < 0,02; 2.2 fase,

p < 0,01), como no numero de jerks da pata (1.2 fase,

p =< 0,01, 22 fase, p < 0,02), por comparagdo com 0s
animais controlo. A pontuagdo obtida no comportamento
focalizado de dor foi estatisticamente mais baixo que nos

Teste de flexao do tornozelo 2 d MA
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Figura 3. Média das pontuacbes do teste de flexao do
tornozelo (+ SEM) de animais com 2 dias de MA injectados
com soro fisiolégico (n = 5) e com baclofeno (350 ng/pl,

n = 6). O teste de flexao do tornozelo para ratos MA (Butler
e Weil-Fugazza, 1994) foi efectuado imediatamente antes da
injeccéo (tempo 0) e a 17 tempos diferentes durante os

90 min seguintes. Os animais injectados tanto com soro
como com baclofeno ndo revelaram variagées visiveis nas

pontuacdes do teste durante os 90 min.

controlos apenas na segunda fase do teste (p < 0,02).

Teste de flexdo do tornozelo

Nos dias 2, 4 e 14 de MA, os animais foram
aleatoriamente seleccionados para as injeccoes
intratalamicas de soro fisioldgico ou baclofeno.

Dois dias de MA

Os ratos com 2 dias de MA injectados tanto
com soro fisiolégico (n = 5) como com baclofeno
(350 ng/ul, n = 6) ndo demonstraram alteracdes
na pontuacdo do teste de flexdo do tornozelo
durante os 90 min de teste (Fig. 3).

Quatro dias de MA

Os ratos com 4 dias de MA injectados com
soro fisiologico (n = 5) tiveram pontuacdes muito

elevadas no teste de flexdo do tornozelo durante
0s 90 min de periodo experimental (Fig. 4a). Em
contrapartida, o padrdo de resposta ao teste foi
inconsistente nos animais com 4 dias de MA in-
jectados com baclofeno, e alguns animais evi-
denciaram sinais de analgesia. Nas figuras 4a e
4b estado representados os resultados dos ani-
mais que demonstraram alguma reducao das
pontuacdes do teste de flexdo do tornozelo. Ve-
rificou-se que um animal demonstrou um decrés-
cimo nas pontuacfes do teste aos 2 min, e estas
mantiveram-se baixas até ao final do teste (rato B,
Fig. 4b), enquanto que noutros animais foi obser-
vado um abaixamento temporario aproximada-
mente aos 5 min, com pontuagdes muito oscilan-
tes, recuperando rapidamente valores elevados
(ratos A e C, Fig. 4b). Finalmente, o ultimo animal
apresentado revelou um comportamento distinto
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Figura 4. a) Média das pontuagées do teste de flexao
do tornozelo (+ SEM) de animais com 4 dias de MA
injectados com soro fisioldgico (n = 5) e com baclofeno
(350 ng/ul, n = 4). Foi observada uma redugdo
estatisticamente nao significativa das pontuagées

do teste de flexao do tornozelo dos ratos injectados
com baclofeno. b) Pontuagdées individuais no teste

de flexao do tornozelo dos animais de 4 dias MA
injectados com baclofeno (350 ng/ul, n = 4).

dos anteriores com pontuacdes do teste de flexdo
do tornozelo muito irregulares nos primeiros 20
min de teste, verificando-se apenas aos 30 min
poés-injeccdo de baclofeno uma pequena redu-
cado das mesmas (rato D, Fig. 4b).

Catorze dias de MA

As pontuacgdes do teste de flexao do tornozelo
dos animais controlo com 14 dias de MA (n = 4)
mantiveram-se elevadas e praticamente constan-
tes durante os 90 min de periodo experimental
(Fig. 5). Contrariamente, as injeccées de baclo-
feno no VB em ratos com 14 dias de monoartrite
induziram comportamentos distintos que de-
monstraram ser dependentes da dose adminis-
trada. Assim, a injeccao de 200 ng/ul de baclo-
feno (n = 4) causou uma diminuicdo ligeira das
pontuacdes do teste de flexdo do tornozelo, que
revelou ndo ser estatisticamente significativa
comparando com o0s animais controlo (Fig. 5).
Por outro lado, a dose de 350 ng/ul de baclofeno
(n=6) demonstrou ser capaz de produzir analge-
sia. A esta dose, as pontuacées comecaram a
decrescer progressivamente, atingindo valores
minimos a cerca de 15 min pos-injeccao (média
6,3 = 1,6). A partir dos 50-60 min apds injeccao

Teste de flexao do tornozelo 14 d MA
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n

+H

K

Rk

E I I

= )

'% 6 - IIIII L& -0+ Controlo

T 4 —=—200 ng/pl baclofeno

& o —&— 350 ng/ul baclofeno
0 T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 5 60 70 80 90
Tempo (min)

Figura 5. Média das pontuacdes do teste de flexao

do tornozelo (+ SEM) de animais com 14 dias de MA
injectados com soro fisioldgico (n = 4) e com baclofeno
(200 ng/ul, n = 4 e 350 ng/ul, n = 6). As pontuagbes dos
ratos MA injectados com soro (n = 4) mantiveram-se
elevadas e praticamente constantes durante os 90 min
do teste. A injecgdo de 200 ng/ul de baclofeno (n = 4)
causou uma redugdo estatisticamente ndo significativa
das pontuagdes. A dose de 350 ng/ul de baclofeno

(n = 6) foi eficaz na redugao da alodinia (p < 0,01).

de baclofeno, as pontuacdes comecaram a subir
para valores perto do valor inicial, atingindo o
valor 13,3 = 2,4 no final do teste. Foram encon-
tradas diferencas significativas por comparacéo
com os animais controlo (Fig. 5).

Apenas as injeccdes que atingiram o VB indu-
ziram analgesia nos ratos testados. As injeccdes
que atingiram zonas na proximidade do VB néao
produziram efeitos similares (Fig. 6).

Fungéo motora

O baclofeno, tal como outros agentes GABAér-
gicos, possui propriedades relaxantes do ténus
muscular e antiespasticas (Dirig e Yaksh, 1995;
Balerio e Rubio, 2002). Em estudos animais, a
acgédo de relaxamento muscular de uma subs-
tancia poderé perturbar avaliagcdes de efeitos
analgésicos que tenham como resultado final
uma accéo motora (Balerio e Rubio, 2002). Es-
tudos preliminares efectuados no dmbito deste
trabalho demonstraram que quando os animais
eram injectados com 2,5 ul de baclofeno a con-
centracdo 500 ng/ul sofriam uma perda do tonus
muscular apreciavel, desenvolviam comporta-
mentos agressivos e letargia. Assim, as capaci-
dades motoras dos ratos injectados com 2,5 i
de baclofeno a 350 ng/ul, a dose capaz de de-
senvolver efeitos analgésicos nos testes de fle-
x&o do tornozelo e do formol, foram averiguadas
em 10 animais de forma a distinguir analgesia
de sedacéo.

N&o foram verificadas diferencas significativas
no desempenho dos ratos quando injectados
com baclofeno ou com soro. No entanto, dois
animais nao superaram com tanto sucesso al-
guns dos testes impostos depois de serem in-
jectados com baclofeno. Assim, um deles teve
pontuacédo (+) no teste de toe spread e (+) no
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Figura 6. Fotografias de microscopia de campo claro de dois locais de injeccdo e os desenhos esquemadticos
correspondentes de acordo com o Atlas do Encéfalo de Rato (Paxinos e Watson, 1998). Na fotografia da esquerda (a)
a injecgao de 2,5 ul de baclofeno (350 ng/ul) em ratos com 14 dias de MA n&o atingiu o VB e consequentemente ndao
foi detectada nenhuma diminuicdo nas pontuagées do teste de flexao do tornozelo (resultados ndo mostrados).

Na fotografia da direita (b) a injecgdo ficou confinada ao VB resultando numa diminuigdo significativa das pontuagcbes
do teste de flexdo do tornozelo, comparando com o grupo controlo.

teste de suspensédo da cauda; e outro obteve
uma pontuacédo (+) no reflexo de placing/step-
ping e (x) nos testes de postura/ambulacéo e
elevacdo da cauda. Em compensacédo, os ani-
mais quando injectados com baclofeno tiveram
em média melhores resultados no teste de hanging
(14,6 £ 5,1 s, n = 8) relativamente a obtida quan-
do injectados com soro fisiolégico (11,3 = 3,1
s, n = 8; diferenca ndo estatisticamente significa-
tiva), provavelmente devido a estes animais es-
tarem menos ansiosos.

Discussao

No presente estudo, foi observada uma redu-
cao tanto na pontuacdo do teste de flexdo do
tornozelo em ratos monoartriticos como também
em todos 0os comportamentos associados a dor
guando avaliados pelo teste do formol, apoés
injeccao de baclofeno no VB, o que indica um
efeito antinociceptivo deste agonista selectivo
dos receptores GABA,. As injecgdes de baclo-
feno que, por razdes técnicas, ndo alcancaram
o0 VB mas sim outros nucleos taldmicos na vizi-
nhanca, ndo causaram quaisquer alteracdes no
teste de flexdo do tornozelo nem no teste do
formol, o que sugere um efeito especifico deste
agonista do GABA; no VB.

Varios estudos realizados ao longo das duas
ultimas décadas evidenciam a importancia do
complexo talamico VB na nocicepgéo. O VB re-
cebe projecgdes do feixe espinhotalamico, cujos
neuroénios recebem afluxo nociceptivo periférico
(Guilbaud, et al., 1994). Varios estudos demons-
traram que existem numerosos neurdnios no VB
activados por estimulos somaticos néxicos (me-
canicos ou térmicos), o que sugere a sua parti-
cipacdo nos aspectos sensitivo-discriminativos
da dor (Guilbaud, et al., 1980; Kenshalo, et al.,
1980; Chung, et al., 1986). Para além disso, es-
tudos de electrofisiologia revelaram que existem
profundas alteracfes nas respostas dos neuro-
nios somatossensitivos do VB de ratos artriticos

quando comparados com os de ratos normais
(Gautron e Guilbaud, 1982). De facto, os neurénios
do VB apresentaram um aumento da actividade
apos estimulacdo mecéanica ndxica e ndo-noxica
da articulacdo ou de é&reas na vizinhanca da
regido inflamada (Guilbaud e Kayser, 1987;
Guilbaud, 1991). Estudos de actividade metabo-
lica adicionais revelaram também um aumento
da actividade neuronal desta regifo talamica em
ratos monoartriticos (Neto, et al., 1999).

Redug&o dos comportamentos associados
a dor no teste do formol

No presente estudo, a injeccédo de baclofeno
no VB contralateral a pata injectada com formol
reduziu os comportamentos associados a dor
apresentados pelos ratos, tanto na fase 1 como
na fase 2 do teste do formol, em comparacao
com 0s animais controlo.

No teste do formol, a primeira fase comeca
imediatamente apds a injeccdo de formol e dura
aproximadamente 5 min. Esta é a fase de dor
aguda e é provavelmente devida a estimulagéo
quimica directa de nociceptores (Tjglsen, et al.,
1992). Nesta fase participam ainda a substancia
P e a bradiquinina (Shibata, et al., 1989). E sa-
bido que as vias ascendentes e as populacdes
neuronais supraespinhais relacionadas com a
transmiss&o nociceptiva proveniente das articu-
lagdes inflamadas sdo bastante diferentes das
envolvidas na estimulacédo ndxica no rato normal
(Guilbaud, et al., 1994; Coderre, et al., 1993;
Cervero e Laird, 2003). No entanto, a reducédo
dos comportamentos relacionados a dor na pri-
meira fase do teste do formol indica que a acti-
vagao dos receptores GABA; no VB de animais
normais sujeitos a um estimulo néxico agudo é
passivel de produzir analgesia. Isto demonstra
que os receptores GABA; no VB estdo muito
provavelmente envolvidos ndo s6 no processa-
mento da dor crénica como também da aguda.
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Na segunda fase do teste do formol os compor-
tamentos relacionados com a dor apresentados
pelos animais injectados com baclofeno no VB
diminuiram significativamente. Esta fase corres-
ponde a fase de dor inflamatdria, também deno-
minada de fase de dor cronica ou fase tonica, na
qual o uso de analgésicos anti-inflamatérios nao-
esterdides (NSAIDs) reduz os comportamentos
nociceptivos que lhe estdo associados (Tjglsen, et
al.,, 1992), mas ndo afecta os comportamentos de
dor na primeira fase do teste. Para além disso,
parecem estar envolvidos nesta fase tardia de dor
mediadores inflamatérios como a histamina, a se-
rotonina, as prostaglandinas e a bradiquinina (Shi-
bata, et al., 1989). Entre as duas fases, os animais
nao apresentam comportamentos de dor, como foi
também observado no presente estudo, e tem sido
discutido que esta interfase representa um meca-
nismo de autoanalgesia despoletado pela dor ini-
cial (Franklin e Abbott, 1993). Foi também sugerido
que as alteracdes neuronais centrais que ocorrem
durante a breve fase inicial apds injeccao subcu-
tdnea de formol na pata sdo essenciais para a
expressdo de dor na fase ténica mais tardia (Co-
derre, et al., 1990). Deste modo, uma vez que o
baclofeno foi capaz de impedir a expressao total
de dor na primeira fase e possivelmente os meca-
nismos por ela induzidos na medula espinhal, o
aparecimento de dor na fase ténica tardia foi, pro-
vavelmente, comprometido.

Muitos estudos ja usaram a administracdo de
baclofeno por varias vias no teste do formol (Dirig
e Yaksh, 1995; Shafizadeh, et al., 1997; Mahmoudi
e Zarrindast, 2002; Czuczwar, et al., 2003), tendo
todos eles encontrado propriedades antinocicepti-
vas neste farmaco, as quais sdo habitualmente atri-
buidas a um efeito na medula espinhal. No entanto,
€ também sabido que o baclofeno tem uma acc¢ao
inibitéria sobre o sistema motor, € por issO Mesmo
€ usado clinicamente no tratamento da espasticida-
de de varias origens (Pedersen, et al., 1974). Uma
vez que, em estudos com animais, esta acgéo mo-
tora pode afectar os resultados das medicoes de
analgesia quando estas se baseiam em accoes
motoras, neste estudo foram efectuados diversos
testes motores aos animais injectados com baclo-
feno. Estes testes demonstraram que a analgesia
observada nos ratos injectados com baclofeno, tan-
to no teste do formol como no teste da flexdo do
tornozelo, ndo foi devida a inibicdo da actividade
motora. Por outro lado, um estudo recente mostrou
que a accédo analgésica do baclofeno ¢ distinta dos
efeitos motores que induz (Balerio e Rubio, 2002).

Reducéo da pontuagéo do teste da flexdo do tornozelo

Nos animais com 14 dias de MA, foi observada
uma diminuicdo da pontuac&o do teste da flexao
do tornozelo, e portanto da alodinia, apds activa-
¢éo dos receptores GABA, pelo baclofeno, o que
sugere uma inibicdo dos neurdnios do VB por es-
ses receptores. O efeito hipoalgésico do baclofeno
foi observado apds se ter infligido um estimulo

noéxico agudo adicional em animais com uma
inflamacao, a qual presumivelmente origina um in-
fluxo noxico cronico. Alguns autores sugerem que
os receptores GABA, estao associados com auto-
e/ou hetero-receptores pré-sinapticos nos nucleos
de transmisséo talamicos (Le Feuvre, et al., 1997;
Poorkhalkali, et al., 2000). Neste sentido a activacéo
de hetero-receptores pré-sinapticos localizados em
fibras espinhotalamicas excitatérias aferentes
podera ser responsavel pelo efeito analgésico
observado, uma vez que a sua ac¢céo excitatéria
no VB seria inibida.

A reducéo da pontuacéo do teste da flexdo do
tornozelo observada nos ratos MA apds injeccéo
de baclofeno foi dependente do tempo de inflama-
c8o. Assim, a mesma concentracao de baclofeno
(350 ng/ul) ndo induziu analgesia nos ratos com
2 dias de MA e nos ratos com 4 dias de MA foram
detectados alguns sinais de analgesia mas os re-
sultados foram inconsistentes entre diferentes ani-
mais e nao foram estatisticamente significativos,
enguanto que nos ratos com 14 dias de MA esta
dose foi suficiente para diminuir consideravelmente
as pontuacdes do teste da flexdo do tornozelo. Es-
tes resultados s&o provavelmente consequéncia
das reaccdes plasticas que estao a ocorrer no SNC
durante a evolugdo da monoartrite. De facto, em
estadios iniciais da inflamacao, mecanismos neuro-
nais periféricos, tais como sensitizacdo de nocicep-
tores e activagdo de mediadores inflamatdrios, pa-
recem contribuir para a dor inflamatéria (Coderre,
et al.,, 1993; Cervero e Laird, 2003). Em fases
tardias da inflamagdo ocorrem mudancas profun-
das, tais como alteracdes na producédo de neuro-
transmissores e dos seus receptores, que levam ao
aumento da excitabilidade observada nas éareas
do SNC envolvidas na transmisséo da informacéo
dolorosa (Dubner e Ruda, 1992; Coderre, et al.,
1993). Foram recentemente descritas alteracées
dependentes do tempo de inflamacdo na expres-
sao do ARNm para diversos receptores de neuro-
transmissores (Neto, et al., 2000; Ferreira-Gomes,
et al., 2004). Num desses estudos, foram observa-
das reducgbes significativas nos niveis de ARNm
para 0 GABAg1b no VB aos 4, 7 e 14 dias de MA,
no lado contralateral a pata inflamada, mas n&o
foram detectadas diferencas aos 2 dias de MA
em comparacdo com os controlos (Ferreira-Go-
mes, et al., 2004). Os resultados das experiéncias
de hibridacéo in situ (Ferreira-Gomes, et al., 2004)
e da injeccao de baclofeno no VB (estudo presente)
sugerem que, aos 2 dias de MA, a dor inflamatéria
crénica encontra-se numa fase inicial e que ainda
n&o ocorreram alteracdes muito profundas no siste-
ma GABAg nesta regido talamica. Os animais com
4 dias de MA apresentaram pontuagdes para o
teste da flexdo do tornozelo inconsistentes, o que
sugere a existéncia de caracteristicas individuais
que determinam o modo como o animal responde
ao estimulo ndxico, isto €, o estado de inflamacgao
cronica e o grau de excitabilidade do SNC ¢ dife-
rente entre animais em estadios iniciais da doen-
ca. Neste sentido, os efeitos do baclofeno aqui
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apresentados, os quais foram dependentes do
tempo de inflamacé&o, suportam a ideia de que
em dor crénica inflamatéria ocorrem alteracées
dindmicas no SNC ao longo do tempo, tal como
sugerido por outros autores (Dubner e Ruda,
1992; Coderre, et al., 1993).

Em concluséo, o presente trabalho sugere um
papel especifico para os receptores GABAg no VB,
tanto no processamento da dor aguda como da
dor cronica inflamatéria. A activacado dos recepto-
res GABAg no VB reduziu a alodinia em ratos num
estado avancado de monoartrite e foi também ca-
paz de induzir efeitos analgésicos em ratos nor-
mais com dor aguda. Para além disso, o seu papel
no processamento da dor cronica parece estar
dependente do tempo de progresséo da inflama-
¢ao, 0 que sugere um estado diferente de excita-
¢ao dos neurdnios taldmicos do VB a diferentes
estadios inflamatorios. O modo exacto como a ac-
tivagao de receptores GABA; no VB é capaz de
induzir analgesia nas duas condi¢c6es de dor en-
contra-se, no entanto, ainda em investigacao, sen-
do necessérios mais estudos farmacoldgicos e
electrofisioldgicos para o esclarecer.
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Artigo original

A Estimulacao Mecanica

de Articulacoes Monoartriticas Induz
Fosforilacao das ERKs 1 e 2

na Medula Espinhal

Célia D. Cruz'3, Fani Neto!, José Manuel Castro Lopes’, Stephen B. McMahon®
e Francisco Cruz'?

Resumo

O corno dorsal da medula espinhal recebe e processa o afluxo sensitivo gerado por estimulacao de estru-
turas periféricas, incluindo a estimulacao néxica. A monoartrite, induzida por injeccao de adjuvante de Freund
completo (CFA) no tornozelo de ratos, induz varias alteragées nas respostas funcionais dos neurénios do
corno dorsal da medula espinhal. Muitas destas alteracdoes dependem de modificacées no funcionamento
das vias de sinalizacao intracelulares nestes neurénios. Os membros da via das cinases reguladas por sinais
extracelulares 1 e 2 (ERKs) sdo expressos abundantemente no sistema nervoso e, na medula espinhal, sédo
activados por estimulacao noxica de estruturas periféricas. Estudos recentes demonstraram que as ERKs
desempenham um papel importante, pelo menos, nalguns estados de sensibilidade dolorosa alterada.
Neste trabalho, investigamos o modo como a actividade das ERKs na medula espinhal é modulada durante
a progressao da monoartrite. Os nossos resultados indicam que a fosforilagao das ERKs aumenta a medida
que aumenta o tempo de inflamacao. Utilizamos também PD98059, um inibidor especifico da activacao das
ERKs, de modo a avaliar os efeitos funcionais da fosforilacao das ERKs. Este inibidor reduziu significativa-
mente o comportamento nociceptivo dos animais monoartriticos quer nas fases iniciais quer nas finais da
patologia. Estes resultados sugerem que os niveis de fosforilacdo das ERKs estdo aumentados em animais
monoartriticos, o que se reflecte no comportamento do animal. Dado que as ERKs desempenham um im-
portante papel funcional, o uso de inibidores especificos destas proteinas podera ter relevancia terapéutica

para o tratamento da dor cronica.

Palavras-chave: ERKs. Monoartrite. Medula espinhal.

Introducéo

A dor cronica € caracterizada pela percepcéao
alterada de estimulos periféricos, nomeadamen-
te pelo estabelecimento de alodinia e hiperalge-
sia. Os fenémenos de alodinia — descrito como
sendo a percepc¢éo de estimulos normalmente
inbcuos como dolorosos — e de hiperalgesia —
sendo esta um aumento da resposta exagerada
em resposta a estimulos néxicos — reflectem mu-
dancas que ocorrem ao nivel da medula espi-
nhal, envolvendo mecanismos excitatérios e ini-
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bitérios (Millan, 1999), e que se sabe também
ocorrerem nos centros supra-espinhais de con-
trolo de dor (Neto, et al., 1999; Woolf e Slater,
2000). Tais mudancas adaptativas dependem
muitas vezes de pequenos ajustes dos mecanis-
mos modulatérios de regulagcdo de expressao
génica, funcédo de receptores e/ou canais ioni-
cos (Besse, et al., 1992; Dray, et al., 1994; Ji e
Woolf, 2000). As cascatas de sinalizac&o intra-
celular podem estar envolvidas nestas altera-
coes.

Varias cascatas foram ja implicadas na sinali-
zacéo intracelular neuronial (Aley e Levine, 1999;
Lewin e Walters, 1999; Sluka, 1997; Sluka e
Willis, 1998), das quais a cascata das cinases
reguladas por sinais extracelulares 1 e 2 (ERKs)
parece assumir uma importancia particular no
sistema nervoso (Grewal, et al., 1999; Sweatt,
2001). As ERKs sado abundantemente expressas
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em neurénios no sistema nervoso central (CNS)
adulto (Derkinderen, et al., 1999) e medeiam a
transducao de sinais intracelulares em resposta
a uma variedade de estimulos. Apds a sua acti-
vacdo por fosforilacdo, as ERKs conseguem
translocar-se para o nucleo, activar factores de
transcric&o tais como o Elk-1 ou o CREB (Chang
e Karin, 2001), e, assim, modular a expresséo
génica.

Trabalhos recentes sugeriram um possivel en-
volvimento das ERKs no processamento da dor
somatica e visceral ao nivel da medula espinhal.
No rato, as ERKs séo activadas rapidamente em
neurénios da medula espinhal apds estimulacéo
periférica noxica aguda, induzida por varios ti-
pos de estimulos (Ji, et al., 1999; Karim, et al.,
2001; Galan, et al., 2002; Pezet, et al., 2002,
Galan, et al., 2003). Além disso, o uso de inibi-
dores especificos da fosforilagdo, o PD98059
([2-(2’-amino-3’-metoxifenil)-oxanaftaleno-4-
ona]) e o U0126 (1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-
bis[2-aminofeniltio]butadieno), indica que as
ERKs desempenham um papel importante nos
mecanismos de hiperalgesia e alodinia (Ji, et al.,
1999; Ji, et al., 2002;Galan, et al., 2002; Galan,
et al., 2003).

No presente trabalho, ratos monoartriticos a
diferentes tempos de evolucéo da doenca foram
utilizados apdés estimulacdo do tornozelo infla-
mado, de modo a avaliar a activacéo das ERKs
em neurdnios da medula espinhal. Além disso,
utilizamos o PD98059, um inibidor da fosforila-
céo das ERKs, de modo a modular a sua activi-
dade e determinar os seus efeitos no comporta-
mento reactivo a dor nestes animais.

Material e métodos

Indugéo da inflamagéo cronica

Todos os ensaios foram efectuados em ratos
Wistar machos adultos (colénia do IBMC, Porto,
Portugal) com peso aproximado entre os 200 e
0s 300 g. Os animais foram mantidos com aces-
S0 ad libitum a comida e agua e em condicdes
controladas de luz (ciclo de 12 h luz/12 h escu-
ro) e temperatura (22 °C). Todos os métodos
utilizados estdo de acordo com a Directiva da
Comunidade Europeia de 24 de Novembro de
1986 (86/609/EEC) e com as directivas éticas
para a investigacéo da dor experimental em ani-
mais (Zimmermann, 1983).

A monoartrite foi induzida através da injeccao
de 50 pl de adjuvante completo de Freund (CFA,
Difco Laboratories, Michigan, USA) na articulacéo
tibiotarsica esquerda do animal, sob anestesia de
isofluorano (5% para indugéo, 2,5% para manu-
tenc&o), de acordo com Butler, et al., 1992.

Os animais controlo foram injectados com 50 i
de soro fisioldgico e mantidos durante 2 dias. Du-
rante o curso da monoartrite, o grau de inflamacéao
foi observado e avaliado de acordo com a escala
proposta por Castro-Lopes, et al., 1992.

Estimulagdo mecénica

No dia da experiéncia, os ratos controlo (C),
bem como os animais com dois (2 d MA), quatro
(4 d MA), sete (7 d MA) e catorze (14 d MA) dias
de monoartrite foram anestesiados com pento-
barbital de sédio (50 mg/kg"i.p.). De seguida,
0 tornozelo esquerdo foi estimulado mecanica-
mente (E, n = 6 por grupo experimental) através
da flexédo e extensao repetida da articulacéo du-
rante 5 min, ou ndo estimulado (NE, n = 6 por
grupo experimental).

Preparagéo do tecido e imunocitoquimica

Todos os animais foram perfundidos através
do ramo ascendente da aorta com 250 ml de
solucéo Tyrode fria sem calcio e oxigenada se-
guido de 750 ml de paraformaldeido a 4% com
14% de é&cido picrico saturado. As medulas es-
pinhais foram removidas e pds-fixadas no mes-
mo fixador durante 4 h, sendo, de seguida, guar-
dadas em crioprotector durante 24 h (sacarose
a 30% com azida sédica 0,1% em tampé&o fos-
fato 0,1 M). Seguidamente, a por¢cdo caudal dos
segmentos L3 e os segmentos L4 e L5 da me-
dula espinhal (Grant, 1995) foram dissecados.
Fatias transversais com 40 pm de espessura
foram obtidas das amostras da medula espinhal,
utilizando um micrétomo de congelacéo e foram
armazenados a —20 °C em solugéo de criopro-
tector até serem utilizados (Lu e Haber, 1992).

Apo6s descongelacdo, uma em cada quatro
fatias de medula espinhal foi imunorreagido com
0 anticorpo anti-pERKs. Resumidamente, as fatias
foram lavadas em tampé&o fosfato salino (PBS) e
a actividade da peroxidase endogena foi inibida,
recorrendo-se a uma incubac&o com PBS com
peroxido de hidrogénio 0,3%, durante 30 min.
Apods duas lavagens em PBS e uma lavagem em
PBS com Triton X-100 0,3% (PBST), as fatias
foram incubadas, durante 1 h, com a solucéo de
bloqueio (glicina 0,15 mM e 10% de soro normal
de suino, NSS, em PBST). De seguida, as fatias
foram incubadas com anticorpo especifico para
anti-pERKs (feito em coelho; New England Bio-
labs, UK) numa diluicdo de 1:1.000, durante 48 h
a 4 °C. As fatias foram entdo lavadas 3 vezes
com uma solucdo de PBST com 2% de NSS,
sendo, de seguida, incubadas durante 1 h com
anticorpo biotinilado de suino anticoelho (1:200;
Dakopatts, Dako A/5, Copenhaga, Dinamarca).
De seguida, as fatias foram lavadas com PBST
e incubadas durante 1 h num complexo de avi-
dina-biotina (ABC, 1:200; Vector Laboratories,
Peterborough, UK). A visualizac&o foi consegui-
da com o recurso a reaccao da 3,3’-diaminoben-
zidina tetrahidrocloreto (DAB) (5 min em tampao
Tris 0,05 M com DAB a 0,05 e 0,003% de pero6-
xido de hidrogénio). As fatias foram entdo mon-
tadas em l&minas de vidro revestidas com gela-
tina, desidratadas em xilol e cobertas com Eukitt.
Os anticorpos foram diluidos em PBST com 2%
de NSS e o complexo ABC foi diluido em PBST.
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Controlos apropriados para a reactividade cru-
zada foram feitos, e esta ndo foi observada em
qualquer situacéao.

Andlise dos dados de imunocitoquimica

As células imunorreactivas (IR) foram conta-
das separadamente em 4 regides diferentes da
medula espinhal (corno dorsal superficial — l[ami-
nas I-lll, corno dorsal profundo — laminas IV-VI,
corno ventral — laminas VII-IX e canal central — 1&-
mina X), em 5 fatias ndo adjacentes da porcéo
caudal do segmento L3 e em 10 fatias ndo ad-
jacentes dos segmentos L4 e L5. Os resultados
de todas as contagens foram avaliados para
cada regido da medula espinhal e para cada
grupo experimental. Foi também feita a média
do numero total (em todas as regies da medu-
la espinhal) de células IR para as pERKs em cada
grupo experimental. Os dados foram compara-
dos estatisticamente através do teste ANOVA de
Kruskall-Wallis, seguido de um teste post-hoc
de Student Newman-Keuls. Foi aceite um nivel de
significancia de 0,05.

Cirurgia e andlise comportamental apds injec¢do
do PD98059

Nestes ensaios, foram utilizados diferentes
grupos de ratos monoartriticos em duas alturas
distintas de doenca (4 e 14 dias). Sob anestesia
com medetomidina 0,025 mg/100 g e ketamina
6 mg/100 g em solugcdo aquosa, foram implan-
tados catéteres, de forma permanente, no espa-
¢o subaracnoideu lombar (ao nivel do segmento
L4) dos animais de acordo com a técnica de
Bennett, et al. (1996) e Kerr, et al. (1999). Todas
as cirurgias foram realizadas 4 dias antes do
teste comportamental. Além disso, todos os ani-
mais foram habituados durante as 3 semanas
anteriores ao teste comportamental, de modo a
minimizar os comportamentos provocados pelo
medo e stress induzidos pelo manipulador. No
dia do ensaio, os ratos foram submetidos ao
teste de flexdo do tornozelo (Butler e Weil-Fuga-
zza, 1994). Resumidamente, a articulacéo afec-
tada foi sujeita a cinco flexdes e cinco extensdes
alternadas e 0os movimentos de luta e vocaliza-
¢cbes foram contabilizados e registados de acor-
do com uma escala previamente definida. Um
teste de flexdo do tornozelo foi realizado imedia-
tamente antes da injeccao de 15 ul de soro fi-
sioldgico (para ratos com 4 ou 14 d MA, grupo
controlo, n = 4) ou do PD98059 (Calbiochem,
UK) em solucéo (1 e 2 ug para os ratos com 4
d e 14 d de MA, respectivamente, n = 4 por
grupo experimental) através do cateter para o
espaco subaracnoideu lombar. Apés a injeccéo,
os animais foram sujeitos a testes de flexdo do
tornozelo sucessivos, a diferentes tempos du-
rante um periodo de 90 min (1, 3, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 min). Tanto os
tornozelos inflamados como os normais foram
manipulados pelo mesmo manipulador, que des-

Intensidade da
inflamacao
™ @ -

—_

o

0 123456 7891011121314
Tempo (dias)

Figura 1. Intensidade de inflamagdo (média + semana)
de animais monoartriticos (n = 4) antes da injecg¢do de
CFA (tempo 0) e durante os 14 dias seguintes. A
intensidade foi registada diariamente segundo uma
escala definida por Castro Lopes, et al. (1992).

conhecia qual a substancia que tinha sido injec-
tada através do cateter. Os animais foram per-
fundidos imediatamente apds os testes, as
medulas espinhais foram dissecadas e a posi-
cao dos catéteres foi confirmada. Os resulta-
dos dos testes de flexdo do tornozelo foram
estatisticamente analisados através do método
de analise do Modelo Geral Linear para medi-
coes repetidas, seguido do teste post-hoc de
Bonferroni.

Resultados
Inflamacgéo

Os ratos injectados com soro fisiolégico ndo
desenvolveram sinais de monoartrite e mantive-
ram-se saudaveis e com comportamento normal
até ao fim das experiéncias. Pelo contrario, ani-
mais injectados com CFA desenvolveram uma
monoartrite estavel e restrita ao tornozelo es-
guerdo. Assim, ao segundo dia de inflamacgéo,
era ja evidente o edema do tornozelo e os ani-
mais demonstravam uma atitude defensiva em
relacdo a articulagcado afectada, evitando movi-
mentar o membro afectado. Nesta altura, a pon-
tuacao inflamatodria atingiu os valores quase ma-
ximos (Fig. 1).

Activagdo das ERKs em neurdnios espinhais apos
movimento do tornozelo inflamado

Em fatias de medula espinhal de animais in-
jectados com soro fisiolégico, quer estimulados,
quer néo estimulados, ndo foram observadas
nenhumas células IR para as pERKs (Fig. 2A).
Em fatias de animais MA n&o estimulados (NE),
poucas células pERKs-positivas foram observa-
das (Tabela 1, Figs. 2B e 3). A imunorreactivida-
de foi sempre observada no corno dorsal ipsila-
teral e as células imunorreactivas apresentavam
corpos celulares e prolongamentos celulares
com uma marcacao intensa e, em alguns casos,
também foi observada marcacao nuclear.
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apresentados como média + erro médio

Tabela 1. Niumero de células pERKs 1 e 2 positivas nos segmentos L3-L5 da medula espinhal de ratos MA. Dados

Grupos experimentais Numero total Lam I-11I Lam IV-VI Lam VII-IX Lam X
Controlo NE 0+0 0x0 0+0 0+0 0+0
Controlo E 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
2 d MA-NE 0,7+0,5 0,5+0,3 0,2+0,2 00 00

2 d MA-E 14,5 + 2,9* 11,2 £ 1,9* 2,9 + 0,9t 0,2 +0,1F 0,2 + 0,1%
4 d MA-NE 0,5+04 0,5+04 0x0 0x0 0x0

4 d MA-E 16,6 = 1,9* 12,3 =+ 1,4* 3,6 = 0,5t 0,5+ 0,11 0,2 + 0,0%
7 d MA-NE 1,1+0,9 1,1+0,9 0+0 00 00
7 d MA-E 43,0 + 5,1* 22,1 + 2,6* 15,5 £ 2,11 5,0 £ 0,71 0,4 = 0,2¢
14 d MA-NE 0+0 0+0 0+0 0x0 0x0
14 d MA-E 50,7 = 9,5* 33,0 + 4,6* 12,1 £ 3,21 3,7 £ 1,3t 1,9 = 0,5%

respectivamente; teste Mann-Whitney).

NE e E correspondem a animais néao estimulados e estimulados, respectivamente; MA indica a presenca de monoartrite. Valores a
negrito correspondem a diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) entre animais ndo estimulados e estimulados para o0 mesmo
ponto temporal, bem como a diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) quando comparados com os grupos controlo; * corresponde
a diferencas significativas entre a fase inicial (2 e 4 dias) e a fase tardia (7 e 14 dias) de MA (p < 0,001; teste T); e ¥ correspondem a
diferencas estatisticas significativas entre as fases inicial (2 e 4 dias) e tardia (7 e 14 dias) de MA (p < 0,001 ou p < 0,01,

Pelo contrario, o numero de células imunor-
reactivas em fatias da medula espinhal de ani-
mais MA estimulados (E) estava bastante aumen-
tado em todos os tempos da inflamacéo, quando

Figura 2. Microfotografias de cortes da medula espinhal
(segmento L4) de ratos injectados no tornozelo com soro
fisiologico (controlo) ou monoartriticos (MA) evidenciando
células imunorreactivas para a forma fosforilada das ERKSs.
A) Controlo, estimulado. B) 7 dias MA, ndo estimulado: ndao
s8o observados niveis significativos de imunorreactividade
em nenhum dos lados da medula espinhal. C) 2 dias MA,
estimulado: observaram-se células imunorreactivas nas
ldminas superficiais do corno dorsal (Iaminas I-1ll). A
imunorreacgado surgia apenas no lado ipsilateral a injecgdo
de CFA e estimulagdo. D) 7 dias MA, estimulado: o nimero
de células imunorreactivas aumentou significativamente
nas ldminas superficiais da medula espinhal. Foram ainda
observadas células imunorreactivas nas laminas profundas
do corno dorsal (IlAminas IV-VI) e no corno ventral ipsilateral.
E) 14 dias MA, estimulado: os resultados observados
foram semelhantes aos encontrados em cortes de medula
espinhal de ratos estimulados com 7 dias de MA. Além
disso, foram também observadas algumas células
imunorreactivas na ldmina X. Barra de calibragao = 200 pm.

comparado com as fatias de animais MA-NE
para os mesmos tempos (p < 0,05). Além disso,
a medida que a inflamacgé&o progrediu, foi pos-
sivel observar um aumento do numero de célu-
las pERKs positivas nos segmentos L3-L5 da
medula espinhal de ratos estimulados. Assim,
em fatias de animais com 2 e 4 dias MA-E, o
numero total de células pERKs positivas/fatia foi
de 145 + 29 e 16,6 = 1,9, respectivamente
(Tabela 1, Figs. 2C e 3). Aos 7 e 14 dias de MA,
a estimulac&o induziu um aumento da activacéo,
tendo-se enté&o observado 43,0 £ 5,1 e 50,7 £ 9,5
células pERKs positivas/fatia, respectivamente
(Tabela 1, Figs. 2D, 2E e 3). As diferencas ob-
servadas entre animais estimulados na fase ini-
cial (2 e 4 d) e final (7 e 14 d) de MA sao esta-
tisticamente significativas (p < 0,001) (Fig. 3).
Nas varias ldminas dos segmentos L3-L5 da
medula espinhal de animais MA-E, verificou-se
que ocorriam diferencas significativas entre di-
versos grupos. Assim, nas laminas superficiais
(I-111) do corno dorsal observou-se a todos os
tempos de MA um numero de células IR que
era significativamente superior ao observado
em fatias da medula espinhal de animais con-
trolo (p < 0,05) (Tabela 1, Fig. 4). Além disso,
aos 7 e 14 dias de MA, a fase tardia da do-
enca estudada neste trabalho, observou-se
um aumento estatisticamente significativo em
comparacédo com a fase mais inicial da doen-
ca (p < 0,001) (Tabela 1, Fig. 4). No corno
dorsal profundo (laminas IV-VI), foram observa-
das menos células que nas laminas superfi-
ciais. Ainda assim, a todos os tempos de MA,
0 numero de células IR era significativamente
superior ao observado em fatias de animais
controlo (p < 0,001) (Tabela 1, Fig. 4). Também
nesta zona foi possivel observar um aumento
significativo do numero de células IR na fase
tardia da doenca (p < 0,001) (Tabela 1, Fig. 4).
Aos 7 e 14 dias de MA, foi também encontrada
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Figura 3. Numero médio de células imunorreactivas
para a forma fosforilada das ERKs por corte em todas
as laminas da medula espinhal (L3-L5) de ratos controlo
ou monoartriticos aos 2 (2 d), 4 (4 d), 7 (7 d) e 14 (14 d)
dias de monoartrite, ndo estimulados (NS) e estimulados
(S). Nos animais MA estimulados, observaram-se
diferengas significativas a todos os tempos de MA, em
comparagcdo com os animais controlo e animais com
tempo semelhante de MA nao estimulados. (*p < 0,05).
Néo foram encontradas diferengas significativas entre os
2 e os 4 dias nem entre os 7 e 14 dias. No entanto,
foram observados aumentos significativos aos 7 e 14 dias
pds-injeccdao de CFA, em comparagdo com os 2 e 4 dias

de MA (*p < 0,05).

imunorreactividade a niveis significativos nas
laminas do corno ventral (VII-IX) bem como na
lamina X (Tabela 1, Figs. 2D, 2E e 4), ao pas-
SO que nos animais com 2 e 4 dias de MA
estimulados, 0 mesmo néo se verificou. Nas 1ami-
nas VII-IX foram encontradas diferencas significati-
vas entre as fases inicial e tardia de MA (p < 0,001),
bem como na lamina X (p < 0,01).

Efeito da administragéo intratecal de PD98059
no comportamento reactivo & dor avaliado pelo
teste da flexdo do tornozelo

No dia da injeccéo intratecal, animais com 4 ou
14 dias de MA foram escolhidos ao acaso para
a injeccdo de soro fisiolégico ou PD98059. O
valor médio da pontuacédo do teste de flexdo do
tornozelo foi obtido imediatamente antes da in-
jeccédo e a tempos diferentes nos 90 min se-
guintes quer para os animais injectados com
soro fisiolégico (n = 5), quer para 0s animais
com 4 (n =5)ou 14 (n = 5) dias de MA e injec-
tados com PD98059 (Fig. 5). De um modo geral,
0 comportamento nociceptivo foi alterado pela
injeccao de PD98059 (p < 0,001). No grupo con-
trolo de ratos MA, a injeccéo de soro fisiolégico
ndo teve qualquer efeito. Estes animais foram
submetidos a sucessivas manipulacées do tor-
nozelo, com a pontuagao do teste de flexdo do
tornozelo a aumentar significativamente, quando
comparada com a pontuacéo inicial (p < 0,05),
indicando a ocorréncia de alodinia grave.

No grupo com 4 dias de MA, a injeccéo de 1 ug
de PD98059 induziu um diminuicao estatistica-
mente significativa (p < 0,05) da pontuacéo do

Figura 4. Numero de células imunorreactivas (IR) para a
forma fosforilada das ERKs nas diferentes ldminas em
cortes de medula espinhal de ratos controlo ou
monoartriticos (MA) aos 2 (2d), 4 (4d), 7 (7 d) e

14 dias (14 d). As diferengas estatisticas estdo descritas
na tabela 1. A medida que a inflamacéo progrediu, o
numero de células IR aumentou nas laminas superficiais
e profundas do corno dorsal. Aos 7 e 14 dias de MA, foi
também observada imunorreactividade no corno ventral
e na lamina X.
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Figura 5. Pontuagbes obtidas no teste da flexdo do
tornozelo (média + erro médio) de animais
monoartriticos (MA) injectados intratecalmente com soro
fisioldgico ou PD98059 (n = 5 em cada grupo
experimental). O teste, desenvolvido para ratos MA
(Butler e Weil-Fugazza, 1994), foi feito imediatamente
antes da injeccédo (tempo 0) de soro fisiolégico (circulos
pretos), ou de PD98059 aos 4 (1 ug, quadrados
cinzentos) e aos 14 dias (2 g, tridngulos brancos) de
MA. Seguidamente, o teste foi efectuado a 14 tempos
diferentes durante os 90 min seguintes. Nos grupos
injectados com PD98059, verificou-se um decréscimo
acentuado atingindo-se a pontuacdo minima aos 30 min
(ratos 4 d MA) e 40 min (ratos 14 d MA).

teste de flexdo do tornozelo. Esta diminuigcéo foi
particularmente evidente entre os 10 e 50 min
poés-injeccao, tendo-se observado uma diminui-
cao da pontuacédo do teste de flexdo de tornoze-
lo, a qual atingiu os valores minimos de 6,3 + 0,5
aos 25 min. Em seguida, as pontuacdes do tes-
te de flexdo do tornozelo comegcaram a aumentar
novamente, e 0s animais demonstraram sinais
de desconforto.
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Nos animais com 14 dias de MA, 1 ug de
PD98059 ndo produziu qualquer efeito evidente
(dados nao apresentados). No entanto, a injec-
cao intratecal de 2 pg induziu uma diminuicao
na pontuacéo do teste de flexdo do tornozelo, a
qual ocorreu duma forma mais tardia e menos
prolongada que no grupo de animais com 4 dias
de MA, dado que as pontuac6es minimas foram
observadas apenas entre os 25 ¢ 50 min, com
valores minimos de 6,7 + 0,5 aos 40 min. Apds
este intervalo, os animais comecaram a evitar a
manipulacdo, tendo a pontuacdo do teste de
flexdo do tornozelo voltado aos valores iniciais.
A analise estatistica mostrou haver diferencas
significativas entre este grupo e o grupo con-
trolo (p < 0,05), mas ndo foram encontradas
quaisquer diferencas entre os animais com 4 e
14 dias de MA.

Discussao

Vérios investigadores documentaram a activa-
cao das ERKs por fosforilacdo, na medula espi-
nhal, causada por varios estimulos néxicos (Ji, et
al.,, 1999; Karim, et al., 2001; Galan, et al., 2002;
Pezet, et al., 2002; Galan, et al., 2003). Até agora,
a maioria dos estudos utilizaram estimulac&o né-
xica aguda de patas posteriores ndo inflamadas,
e existe apenas uma situacao descrita de activa-
cao das ERKs apds estimulacao visceral (Galan,
et al., 2003). No entanto, nenhum estudo foi ainda
feito sobre como as condi¢ées inflamatdrias cro-
nicas podem afectar a activacdo das ERKs, na
medula espinhal, induzida por estimulos néxicos,
ou como o uso de inibidores das ERKs podem
influenciar o comportamento de animais com dor
cronica inflamataria.

Activagdo das ERKs na medula espinhal apds
estimulagcdo de tornozelos normais
e monoartriticos

Neste estudo, ratos a diferentes tempos apos
injeccdo de CFA apresentaram activagdo das
ERKs 1 e 2 apds serem submetidos a um esti-
mulo mecanico (flexdo de tornozelo), que pre-
tende similar uma condicéo fisioldgica (0 movi-
mento de caminhar). Além disso, ratos com
exactamente o mesmo tempo de MA, mas que
nao foram submetidos ao estimulo, nao apresen-
taram um numero significativo de células marca-
das para as pERKs 1 e 2. Outros estudos ja
demonstraram a expressédo de c-Fos na medula
espinhal de ratos com tempos semelhantes de
monoartrite (Schadrack, et al. 1998; Castro, et
al., 1999). No nosso caso, a medida que a do-
enca progrediu, foi observado um numero cada
vez maior de células pERKs positivas induzidas
pelo estimulo. Isto esta em contraste com a ex-
pressdo de c-Fos em resposta a um estimulo
térmico noxico, a tempos semelhantes, em que
se verifica um aumento inicial seguido de uma
diminuicdo dos nucleos positivos para c-Fos
(Schadrack, et al., 1998). Contrariamente a ex-

presséo de c-Fos, que também pode ocorrer no
lado contralateral a estimulacéo, a expressao de
pPERKs foi sempre ipsilateral ao tornozelo infla-
mado e estimulado.

Observamos um aumento importante no nu-
mero de células IR nas laminas superficiais (I-11)
da medula espinhal como resposta ao movimen-
to da articulagdo inflamada. A activagcao das
laminas superficiais estd normalmente associa-
da a mecanismos de dor aguda (Coghill, et al.,
1991; Porro e Cavazzuti, 1996), implicando a
activagdo das ERKs no processamento da dor
aguda ao nivel espinhal. E de realcar que a
expressdo de pERKs também estava aumenta-
da nas laminas mais profundas do corno dor-
sal, onde os neurdnios que estao envolvidos na
sensitizac&o central relacionada com condi-
coes inflamatdérias cronicas parecem estar lo-
calizados (Lantéri-Minet, et al., 1993; Schadrack,
et al., 1998; Tolle, et al., 1995). Do mesmo modo,
€ sabido que a actividade metabdlica neuronial
esta aumentada em animais MA, quando medi-
da pelo método da 2-desoxiglucose (Schadrack,
et al., 1999). Para além disso, nesse mesmo
estudo, os aumentos na actividade neuronial
foram mais evidentes nas laminas mais profun-
das (laminas V-VI) do corno dorsal ipsilateral da
medula espinhal de ratos com 14 dias de MA,
que foram submetidos ao estimulo da flexdo do
tornozelo inflamado (Schadrack, et al., 1999),
correlacionando-se este facto com a expressao
aumentada de c-Fos (Schadrack, et al., 1998)
e com a activacao das ERKs 1 e 2 observada
neste trabalho. Curiosamente, foi detectado um
aumento da actividade das ERKs (este traba-
lho) mas nao da expressao de c-Fos (Schadrack,
et al., 1998), no corno ventral e no canal central
de ratos com 7 e 14 dias de MA estimulados.
Do mesmo modo, a actividade metabdlica neu-
ronial estava aumentada nas mesmas regidoes
da medula espinhal, em ratos MA de 14 dias
submetidos a estimulacdo mecéanica semelhan-
te a que foi realizada neste estudo (Schadrack,
et al., 1999).

Como foi discutido acima, as neurotrofinas s&o
reguladores importantes da activacao das ERKs
apos ligacao aos receptores tirosina cinase. Na
poliartrite, a activacdo aumentada das ERKs
pode estar relacionada com um aumento de ex-
pressdo do NGF e do seu receptor (Pezet, et al.,
1999; Pezet, et al., 2000). Além disso, o factor
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), outra
neurotrofina importante, também pode dar um
contributo significativo para o aumento da acti-
vidade destas cinases. A activacéo selectiva do
seu receptor, receptor tirosina cinase B (TrkB),
por estimulos noxicos (Pezet, et al., 2002) ou por
ligacao do BDNF, induz a activacado das ERKs.
Em condicées de dor neuropatica crénica, os
niveis de BDNF estdo aumentados (Ha, et al.,
2001; Miletic e Miletic, 2002) e foram implicados
na hiperalgesia inflamatéria em ratinhos (Groth
e Aanonsen, 2002). Logo, o BDNF podera estar
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também implicado no afluxo néxico aumentado
durante a MA e contribuir para o aumento da
activacao das ERKs.

Além disso, esta ja bem estabelecido que a
activacdo de receptores acoplados a proteinas
G (GPCR, metabotrépicos) induz a activagao
destas cinases (Kolch, 2000). Estudos in vitro
demonstraram uma relacé&o directa entre a acti-
vacao dos receptores metabotropicos de gluta-
mato (MGIuR), mediadores neuroniais importan-
tes da nocicepcéo (Varney e Gereau, 2002), e a
modulagdo da actividade das ERKs (Ferraguti,
et al., 1999), enquanto que in vivo foi demons-
trado que a activagcdo do mGIuR 1 e 5 por esti-
mulos noxicos regula a activagdo das ERKs em
neuronios da medula espinhal, sugerindo o seu en-
volvimento na dor inflamatéria (Karim, et al., 2001).
Na medula espinhal, a expressdo de mGIuR esta
aumentada em situagdes de inflamacéao crénica
(Boxal, et al., 1998; Dolan, et al., 2003), o que
os torna possiveis candidatos para explicar o
aumento da actividade das ERKs.

No que diz respeito ao padrdo temporal da
activacado das ERKs, ndo foram encontradas di-
ferencas significativas no nimero de células IR
observadas ao segundo ou quarto dias de infla-
macéao. Isto acontece provavelmente porque es-
tes grupos corresponderao a fase inicial da do-
enca. Do mesmo modo, nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada na
actividade metabdlica neuronial em diferentes
laminas da medula espinhal entre ratos com 2 e
4 dias de MA (Schadrack, et al., 1999). Adicio-
nalmente, ndo se encontraram diferencas signi-
ficativas entre o numero de células pERKs IR
observadas aos 7 e aos14 dias de inflamacéo.
Possivelmente, isto indica que, uma semana
apos a injeccdo de CFA, os mecanismos respon-
saveis pela activacdo das ERKs 1 e 2 nos neu-
ronios espinhais foram modificados e que estas
alteracbes se estabeleceram gradualmente e
tornaram-se duradouras.

Por outro lado, foram observadas diferencas
significativas entre as fases inicial (2-4 dias) e
final (7-14 dias) de MA, com o numero de célu-
las pERKs positivas aumentado na fase final.
Mais uma vez, a comparacé&o com a actividade
metabdlica neuronial é evidente, dado que 0s
estudos com 2-desoxiglucose demonstraram ha-
ver valores de actividade metabdlica significati-
vamente aumentados na medula espinhal de
ratos com 14 dias de MA, quando comparados
com animais com 2 e 4 dias de inflamacéo (Scha-
drack, et al., 1999). Além disso, foi proposto que,
durante as fases iniciais da doenca, ha o recru-
tamento do sistema de controlo inibitério néxico
difuso (DNIC) com origem supra-espinhal (Dan-
ziger, et al., 1999; Danziger, et al., 2001). Esta
regulacao inibitéria, proveniente de locais supra-
espinhais, também foi sugerido por estudos de
2-desoxiglucose no rato MA (Neto, et al., 1999).
Logo, isto poderia significar que, durante as fa-
ses iniciais de MA, 2 e 4 dias, a regulagéo inibi-

téria dos mecanismos espinhais de nocicepcao
é tal, que a actividade das ERKs estéa reprimida.
Pelo contrario, na fase mais tardia dos 7 e 14 dias
de MA, os processos inflamatérios crénicos po-
dem induzir o desenvolvimento de uma modula-
cao inibitéria alternativa, que é, possivelmente,
independente do DNIC e que com ele interfere,
tal como ja foi sugerido (Danziger, et al., 1999;
Danziger, et al., 2001), reflectindo-se, provavel-
mente, num aumento da actividade das ERKs
nestes tempos de MA.

Efeitos da inibigdo da actividade das ERKs através
da injecgéo intratecal de PD98059

Tendo em conta o facto de se ter verificado
que, em situacdes de MA, o numero de células
neuroniais imunorreactivas para a forma fosfori-
lada das ERKs estava aumentado, levantamos a
hipétese de que a modulacéo da actividade das
ERKs na medula espinhal, através do uso de
inibidores especificos, poderia ter relevancia
funcional. Decidimos administrar PD98059 atra-
vés de um cateter intratecal, de modo a permitir
uma administracdo mais precisa e um efeito mais
localizado. Tendo em conta que n&o encontramos
diferencas significativas entre os 2 e 4 dias e
entre os 7 e 14 dias de MA, decidimos usar ratos
com 4 e 14 dias de MA, de modo a efectuar o
estudo dos efeitos do PD98059 nas fases inicial
e tardia de monoartrite, respectivamente. Conclu-
imos que, nas fases iniciais da doenca, 1 ug do
inibidor induziu diminuicbes significativas no
comportamento nociceptivo dos animais, deter-
minado pelo teste de flexdo do tornozelo, ao pas-
SO que, para obter resultados semelhantes numa
fase mais tardia de MA foi necessario administrar
2 ug do inibidor. Estes resultados s&o concordan-
tes com as nossas observacdes de que na fase
mais tardia de MA os niveis de actividade das
ERKSs, estimados pelo numero de células imunor-
reactivas, foram significativamente superiores aos
encontrados na fase inicial da doenca.

Apesar de serem necessarios mais estudos
para testar as consequéncias da administracéo
de PD98059, parece que o seu efeito hipoalgé-
sico e de hipoexcitabilidade nos neurdnios espi-
nhais na inflamacé&o periférica, tal como foi ob-
servado na MA, faz com que o PD98059 seja um
bom candidato para uso terapéutico no controlo
dos sintomas de hiperalgesia e alodinia associa-
dos a inflamagao croénica periférica.
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Artigo original

Efeito do Antagonista do Receptor
de Glicina (Estricnina) no Tempo de
Laténcia de Resposta de Neurdnios
da Medula Espinhal de Rato:

um Estudo com Multieléctrodos

Helder Cardoso-Cruz!, Clara M. Monteiro?, Deolinda Lima'?
e Vasco Galhardo'?

Resumo

A administracao de estricnina, um antagonista do receptor da glicina, desencadeia um estado de dor
tactil persistente denominado por alodinia. Com o objectivo de estudar alteragcoes no circuito populacional
espinhal induzidas pela aplicacdo de estricnina, foram registados pequenos grupos de neurénios vizinhos
antes e depois da sua aplicacdo. Neste estudo foi registada a actividade de 267 neurdénios em 14 ratos
anestesiados com uretano. Os registos foram levados a cabo com matrizes de 8 eléctrodos de tungsténio
orientados rostrocaudalmente com um espacamento entre si de 240 pm. A estimulacdo mecéanica foi apli-
cada na pata posterior do rato, contralateral ao registo e consistiu em periodos de 60 s a 0,5 Hz de toque
suave (nao doloroso) e por periodos de 30 s de pressdo noxica. Apés administracao intratecal de estric-
nina, as respostas a estimulacdo foram avaliadas cada 15 min até um total de 3 h. A maior parte dos
neuronios desenvolveu sinais de hiperexcitabilidade apés aplicacdao de estricnina, traduzida por um au-
mento da actividade espontanea (151 células) ou por um aumento das respostas a estimulacao tactil e/ou
noxica (116 células). Um total de 69 células que apresentaram respostas precisas a estimulacao tactil
foram seleccionadas para a analise do tempo de laténcia de resposta (TLR). Vinte e sete desses neurdnios
apresentaram uma diminuicao do TLR ao estimulo apés aplicacdo de estricnina. Esta diminuicao variou
entre 0,1 e 16,3 ms, com 17 células a apresentarem uma diminuicédo até 5 ms. O maior decréscimo ocorreu
nos neurdnios com valores de laténcia naive mais elevados. Os neurénios com aumento do TLR (12 célu-
las) apresentaram na maioria dos casos (9 células) uma variacdo de até 5,0 ms. Esta variacao da laténcia
podera estar associada a mecanismos de sensitizacdo induzidos pela remocao da inibicao glicinérgica
das sinapses espinhais. Estes resultados sugerem que a diminuicdo do TLR podera estar associada ao
desenvolvimento da hiperexcitabilidade espinhal, provavelmente devido a um unmasking dos aferentes
silenciosos.
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Introducao

Estudos farmacologicos tém sugerido que a
transmissdo da informacéo aferente na medula
espinhal esté sujeita a modulacéo por sistemas
de receptores locais. A glicina e o GABA séo
dois amino&cidos neurotransmissores inibitérios
envolvidos nesse processo, estando presentes
na medula espinhal em altas concentracdes (Pol
e Gorces, 1988; Todd e Sullivan, 1990). Recen-
tes estudos em rato para identificacdo da lo-
calizagdo dos receptores da glicina e GABA,
através da quantificacdo da expressdo da
proteina fos a nivel laminar, induzida pela
aplicacdo de antagonistas selectivos destes
receptores (estricnina e picrotoxina, respecti-
vamente), demonstraram que os receptores
da glicina se encontram concentrados nas la-
minas IlI-VI, enquanto que os receptores GABA,
se encontram distribuidos pelas laminas [-VI
(Cronin, et al., 2004).

A activacéo directa dos receptores de glicina
e GABA na medula espinhal resulta numa forte
corrente inibitéria da actividade espontanea e
de resposta a estimulos a nivel de neurdnios
secundarios (Lin, et al., 1994). O bloqueamento
dos receptores de glicina e GABA na medula
espinhal mediante a utilizagdo de antagonistas
selectivos resulta num aumento da actividade de
fundo, das respostas a estimulacdo periférica
(Yaksh, 1989; Lin, et al., 1994, Peng, et al., 1996;
Sotgiu e Biella, 2002) e em alteracdes a nivel do
campo receptivo dos neurénios (McGaraunghty
e Henry, 1998). Estudos em animais ndo anes-
tesiados nos quais foram aplicadas doses sub-
convulsivas de estricnina (antagonista do re-
ceptor da glicina) e bicuculina (antagonista do
receptor de GABA,) revelaram uma marcada hi-
peractividade espinhal para estimulos in6cuos
(Bagust, et al., 1981; Beitz e Larson, 1985). Es-
tes dados sugerem que a libertacdo de glicina
e GABA na medula espinhal pode modular fun-
¢des sensoriais por activacao tonica desses re-
ceptores (Lin, et al., 1994, 1996). O antagonista
do receptor espinhal da glicina, a estricnina, pro-
duz um rapido e reversivel estado de alodinia no
rato (Sotgiu e Biella, 2002). Esta hipersensibili-
dade consiste na reducado da intensidade do
estimulo que é necessario aplicar para desen-
volver comportamentos associados a dor que,
geralmente, correspondem a um aumento da ex-
citabilidade dos neurdnios espinhais (sensitiza-
cédo central) (Coderre e Melzack,1992; Sivilotti
e Woolf, 1994; Lin, et al., 1994, 1996; Peng,
et al., 1996; Sherman, et al., 1997). H& evi-
déncias que sugerem que transmissores ex-
citatérios ou neuromoduladores libertados
pelos aferentes primarios nociceptivos podem
induzir sensitizacdo central associada a um
comportamento alodinico (Sivitotti e Woolf,
1994). Todavia, a perda da inibicdo pode tam-
bém resultar num aumento da excitabilidade.
A regulacdo do balango excitatorio e inibitorio

pelos sistemas de receptores espinhais glici-
nérgicos e GABAérgicos é uma chave impor-
tante para explicar como a diminuicdo na efi-
ciéncia dos circuitos espinhais inibitérios
pode contribuir para doencas associadas ao
processamento sensorial da dor (Sivitotti e
Woolf, 1994).

O presente trabalho teve como objectivo a ana-
lise de alteracbes no circuito populacional espi-
nhal induzidas pela administracdo de estricnina.
Para esse efeito foram registados pequenos gru-
pos de neurdnios espinhais vizinhos antes e
depois da aplicacdo de estricnina, a fim de
caracterizar os efeitos na resposta nociceptiva
e no comportamento dos neurdnios a estimu-
lacdo tactil.

Material e métodos

Neste estudo foram utilizados 14 ratos machos
adultos Sprague-Dawley (250-400 g). Os animais
foram anestesiados com uretano (1,5 mg/kg, i.p.)
e em seguida colocados no aparelho de estere-
otaxia para realizacdo de uma laminectomia en-
tre as vértebras T11 e L2. A vértebra mais ros-
tral e a mais caudal foram fixas e a dura mater
foi removida na area exposta para promover o
registo celular. A medula espinhal foi coberta
com o6leo mineral para evitar desidratacéo su-
perficial. Apds a inducédo da anestesia a cada
animal foi administrada uma dose de solucéo
de sulfato de atropina (0,02 mg/kg, s.c.) e 1
mi/h de soro (Sac. 2% p/v em NaCl 0,9% p/v,
s.c.) durante a experiéncia. O nivel de anestesia
e paralisia da musculatura foi testado regular-
mente através da analise do reflexo palpebral,
do recolher das patas e dos reflexos a com-
pressdo da cauda. A temperatura corporal foi
monitorizada através de um termdmetro rectal e
mantida a 37 °C por feedback com uma manta
homeotérmica de aquecimento.

No registo da actividade extracelular foram
utilizadas matrizes contendo oito eléctrodos
de tungsténio (FHC, Bowdoinham ME, USA)
com orientacdo rostrocaudal, espacados entre si
240 ym com uma impedancia variando entre
4-7 MQ. Os neurénios que respondiam a esti-
mulacdo da pata posterior contralateral foram
registados entre as laminas Il e V da medula
espinhal. A estimulacé&o aplicada consistiu em
periodos de 60 s de toque suave aplicado por
um servo robdtico (Robix, Advanced Design Inc,
Arizona, USA) a uma frequéncia de 0,5 Hz e a
estimulacédo dolorosa em periodos de 30 s de
pressdo continua aplicada por uma pinca cirur-
gica. O campo receptivo das células foi mape-
ado por estimulacdo mecénica e as células
foram classificadas de acordo com as suas res-
postas aos estimulos: neurénios de escala di-
namica larga (WDR, wide-dynamic-range), neu-
ronios de limiar baixo (LT, low-threshold),
neurénios nociceptivos especificos (NS, noci-
ceptive-specific) € neurdnios sem resposta a
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estimulo (NR, non-responsive) (Chung, 1986).
Os neurdnios WDR respondiam a todos os es-
timulos, os LT respondiam mais vigorosamente
a estimulacdo tactil, enquanto aos neurénios
NS respondiam exclusivamente a estimulagéo
noxica. Apos a caracterizagcédo naive das res-
postas das células, foi administrado no local de
insercdo da matriz de eléctrodos de registo com
uma seringa de Hamilton 100 nmol de estricnina
(2 uly (Sigma Chemicals) na superficie da medu-
la espinhal. As respostas a estimulacdo foram
avaliadas cada 15 min até um total de 3 h. Todas
as solugbes utilizadas foram preparadas no pe-
riodo prévio ao inicio da experiéncia. A dissolu-
cao das substancias foi feita em solucao artificial
cerebroespinhal (ACSF) (151,1 mM Na*, 2,6 mM
K+, 0,9 mM Mg?*, 1,3 mM Ca?*, 122,7 mM CI-,
21,0 mM HCO-, 2,6 mM HPO,?", 3,5 mM dextro-
se, pH = 7,4). No final de cada experiéncia, o
local de registo foi assinalado através da injec-
cao de corrente DC (1,19 mA durante 30 s) atra-
vés de um dos filamentos de tungsténio. A me-
dula foi posteriormente removida e armazenada
em solucéo de paraformaldeido a 4% (v/v) duran-
te 5 dias, e depois transferida para solugcbes de
sacarose de concentragdes crescentes 10-30%
(p/v) até ao momento de seccionamento em fa-
tias de 50 pm. Os cortes foram montados em
laminas e corados com tionina para identifica-
¢ao histoldgica do local de registo ao microsco-
pio optico.

Para a determinac&o do tempo de laténcia de
resposta (TLR) foi utilizado um gerador de TTL
(Master-8, A.M.P.l, Israel). Este gerador de TTL foi
responsavel pelo envio de um sinal com dura-
cao precisa (5 volts, 0,5 Hz) ao estimulador ro-
boético com a finalidade de iniciar a sua acti-
vidade e outro em simultdneo ao sistema de
registo da actividade neuronal, correspondendo
o TLR ao intervalo de tempo entre a aplicacao
do estimulo tactil no campo receptivo de um
neurdénio e a resposta do mesmo. A actividade
neuronal foi registada com um processador de
aquisicdo multicanal (MAP, Plexon Inc, Dallas,
Texas) e analisada em off-line através de histo-
gramas de actividade (PSTH, peristimulus rate
histograms) gerados a partir do software Neu-
roexplorer (Nex Technologies, versédo 2). As
analises complementares foram desenvolvidas
em Matlab (Release 12.1, MathWorks, Inc). A
resposta de cada neurdnio a estimulacdo me-
canica foi quantificada e expressa em impulsos
por segundo (Hz). A significancia estatistica
entre os periodos de estimulacéo e espontaneo
foi avaliada através do teste de analise varian-
cia two-way (ANOVA) do tipo Kolmogorov-Smir-
nov. Foi considerado existir significancia para
p < 0,05. Os resultados séo apresentados como
média + desvio padrao. Este estudo seguiu as
linhas éticas para a experimentacdo em ani-
mais impostas pela Directiva da Comunidade
Europeia n.° 86/609/EEC, de 24 de Novembro
de 1986.

Resultados

Os resultados a seguir apresentados estdo
baseados no registo de 267 neurénios (19,0 = 5,54
neurénios por experiéncia) na medula espinhal
ao nivel T13-L4, com um deslocamento dorso-
ventral variando 300-700 pm, sendo a localiza-
cao estimada dos neurdnios entre as laminas
[l e V.

Apds 5-10 min do inicio da aplicacéo da es-
tricnina, um numero significativo de neurénios
apresentou sinais de hiperexcitabilidade: um au-
mento da actividade espontéanea (151 células)
ou um aumento das respostas a estimulacéo
tactil e/ou noéxica (116 células). Cento e cator-
ze neurodnios alteraram o seu padré&o de acti-
vidade, ficando silenciosos, deixando ou pas-
sando a responder a estimulacdo. No conjunto
dessas células, 43 neurdnios iniciaram activida-
de, 20 tornaram-se silenciosos, 2 deixaram de
responder a estimulacéo, 15 passaram a res-
ponder a estimulacao e 34 neurdnios alteraram
0 seu tipo de resposta ao estimulo depois da
estricnina. A maioria dos neurénios com respos-
tas tacteis precisas seleccionados para a deter-
minac&o do tempo de laténcia de resposta (TLR)
ao estimulo inbcuo apresentaram uma diminui-
cdo da sua laténcia (27 células em 69).

Actividade espontanea

A aplicagcado de estricnina na maioria dos neu-
ronios elevou a linha base de actividade que,
por volta dos 45-60 min, retornou ao nivel inicial
do periodo controlo. Todavia, é de assinalar tam-
bém o facto de existirem células que sofrem
alteracdes na sua taxa de disparo mas néo vol-
tam a recuperar o nivel inicial. Na figura 1 estao
representadas algumas alteragdes tipicas indu-
zidas pela estricnina na actividade espontanea
de células em animais diferentes. Neste estu-
do, apods aplicagcdo de estricnina, 86 células
(Fig. 1A-B) apresentaram um aumento da acti-
vidade espontanea (das quais apenas 64 reto-
maram o nivel inicial), 56 células (Fig. 1C-D) uma
diminuicdo (das quais apenas 25 retomaram o
nivel inicial) e 137 células nao apresentaram
qualquer alteracao (Fig. 1F).

O aumento da actividade espontanea das cé-
lulas teve inicio entre os 2-5 min apds aplicacao,
tendo atingido um pico de actividade maxima
cerca dos 15 min, permanecendo constante du-
rante cerca de 30 min, tendendo a decrescer
gradualmente apdés 45-60 min do inicio da apli-
cacéo (Fig. 1A). Uma hora apés a aplicacédo da
estricnina na maioria das células o nivel da ac-
tividade espontanea é comparavel ao periodo
controlo (pré-aplicac&o). Por outro lado, o grupo
de células que evidenciaram uma reducao e/ou
silenciamento da actividade espontanea apés
estricnina, nestas 16 apresentaram uma diminui-
¢ao pelos 2 min, em outras a diminuicao foi mais
gradual, n&do existindo um comportamento pa-
drdo (40 células). Também neste grupo, algu-
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Figura 1. Histogramas de actividade representando o efeito da estricnina na actividade espontdnea de células em
animais diferentes. Estimulagao por toque suave (estimulagdo nao dolorosa) e estimulagdo por pressao noxica.

(A-B) Células com um aumento das taxas de actividade espontdnea, com a segunda a ndo regressar ao nivel inicial.
(C-D) Células com uma diminuicao das taxas de actividade espontanea, com a primeira a regressar ao nivel inicial.
(E) Exemplo de um neurdnio que apds aplicagdo de estricnina cessa a sua actividade espontanea. (F) Célula sem
alteracées significativas entre os periodos pré- e pos-estricnina na actividade espontanea. Bins com 1 s.

mas células (31 em 56 células) nao regressaram
ao nivel inicial de actividade (Fig. 1D), havendo
mesmo alguns neurénios (20 em 56 células) que
cessaram a sua actividade espontanea (Fig. 1E).
Estas células, ao contrario das anteriores, néao
apresentaram um periodo preferencial para a
accao da estricnina. Através da analise do local
de registo de cada célula nao foi possivel con-
cluir qualquer correlacédo entre as alteragbes
de actividade esponténea e a Iamina espinhal
onde foram registadas.

Respostas a estimulagdo mecénica indcua
e noxica

A aplicagéo de estricnina causou um aumento
da actividade espontanea e do tipo de respostas
a estimulacéo. Através dos dados obtidos foi pos-
sivel verificar a existéncia de um elevado numero
de células NS, que apds estricnina modificou o
seu tipo de resposta (25 células em 35). No gru-

po de células com caracteristicas LT, somente
18 em 54 alteraram o seu tipo de resposta ao
estimulo. O grupo de células com caracteristicas
WDR apresentou um pequeno numero de células
com alteracées (somente 12 das 84 iniciais). No
grupo de células com apenas actividade espon-
tanea (NR, 51 células) 16 apresentaram altera-
¢oes, entre as quais, 8 passaram a possuir
caracteristicas LT, 3 a NS, 4 a WDR e uma tor-
nou-se silenciosa. Na figura 2 estao represen-
tadas algumas alteragcdes caracteristicas evi-
denciadas pelos neurdnios a nivel do tipo de
resposta a estimulacéo, entre o periodo con-
trolo (pré-aplicagéo) e apdés aplicagdo de es-
tricnina.

De acordo com o tipo de resposta ao estimu-
lo, houve um aumento do numero de neurdnios
WDR (de 84 para 120) e ainda uma reducao do
nuamero de NS (de 35 para 23), apds a estricni-
na. Os restantes grupos caracteristicos de célu-
las ndo apresentaram alteragdes significativas.
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Figura 2. Organograma sumariando as alteragées evidenciadas pelas células apds a aplicacao de estricnina.
Os quadrados de cor branca representam o periodo pré-aplicacdo e os de cor cinzenta o periodo pds-aplicacao.
(OFF) Células sem actividade. (NS) Células nociceptivas especificas. (WDR) Células de escala dindmica larga.
(NR) Células sem resposta a estimulagdo. (LT) Células de nivel baixo.

Os neuronios LT variaram entre 54 e 57 e os NR
sofreram uma diminuicdo de 51 para 47. Tal
como ja foi referido, a aplicacdo de estricnina
induziu um aumento da hiperexcitabilidade dos
neurénios espinhais que, em alguns casos, foi
traduzido por um aumento da actividade espon-
tanea e/ou por um incremento das respostas ao
estimulo aplicado. Quando analisado o periodo
0-60 min apds estricnina nas células que apre-
sentavam respostas ao estimulo inécuo e/ou do-
loroso (200 células), foi possivel constatar um
aumento do nivel de resposta da maioria das
células (116 células). Nessas células, 20 au-
mentaram as respostas a estimulag&o in6cua
(Fig. 3B), 15 a estimulagéo dolorosa e 77 células
a ambos tipos de estimulac&o. Por outro lado,
29 células revelaram uma reducédo do nivel de
resposta ao estimulo. Nesse grupo, 4 células dimi-
nuiram a resposta ao estimulo indécuo (Fig. 3C),
7 ao doloroso e 18 a ambos estimulos. Cinquenta
e cinco células ndo apresentaram qualquer alte-
racdo durante o referido periodo (Fig. 3D).

Tempo de laténcia de resposta (TLR)

Um total de 69 células que apresentaram res-
postas precisas a estimulacio tactil foram selec-
cionadas para a analise do tempo de laténcia
de resposta (TLR). Este valor corresponde ao
intervalo de tempo entre a aplicacéo do estimulo
tactil pelo estimulador robdtico no campo recep-
tivo de um neuroénio e a resposta do mesmo. Os
valores de TLR foram automaticamente calcula-
dos utilizando um algoritmo computacional, ca-
paz de detectar o valor médio dos trés pontos
mais elevados do primeiro pico aferido através

do histograma de perievento com um binde 1 ms.
Com o nosso estimulador robético, o intervalo de
laténcia dos neuroénios ficou distribuido entre
60 e 100 ms, com a maioria das células apre-
sentando um TLR entre os 70 € 85 ms (Fig. 4.).
Foram consideradas diferencas de TLR entre os
periodos pré- e pos-aplicacdo de estricnina,
quando o valor de laténcia se revelou ser pelo
menos duas vezes superior ao erro padrdo
quando comparado com o periodo controlo (pré-
aplicacéo de estricnina).

Do grupo de células estudado, um numero
significativo apresentou uma diminuicdo do TLR
ao estimulo apoés estricnina (27 células em 69,
39,1%) (Fig. 4B). Este decréscimo variou entre
0s 0,1 e 16,3 ms, com 17 células apresentando
uma diminuigéo até 5 ms (Fig. 4D). A diminuigcéo
mais significativa ocorreu nos neurdnios com va-
lores de laténcia naive mais elevados. Os neu-
rénios com um aumento do TLR (12 em 69 cé-
lulas, 17,4%) variaram até 5 ms na maioria dos
casos (9 células) (Fig. 4C). Trinta neurénios nao
apresentaram qualquer alteracdo no valor TLR
apo6s aplicacao de estricnina.

Discussao

Os resultados do presente estudo demonstra-
ram que a aplicagéo de estricnina — antagonista
do receptor da glicina na medula espinhal —,
produz uma diminuicdo do tempo de laténcia de
resposta dos neurénios espinhais somatossensi-
tivos. O registo de 267 células comprovou tam-
bém que a aplicacéo de estricnina é capaz de
modular a actividade esponténea e as respostas
das células a estimulacdo. Estes mecanismos
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Figura 3. Histogramas de actividade representando o efeito da estricnina na resposta neuronal. Estimulagdo por toque
suave (estimulacao ndo dolorosa) e estimulagdo por pressdo noxica. A) Célula com alteragbes no tipo de resposta a
estimulacao, pré-estricnina respondendo somente ao estimulo noxico e pds-estricnina respondendo a ambos estimulos.
B) Célula respondendo antes da estricnina a estimulagdo tactil a uma frequéncia de 1-3 Hz, apresentando um aumento
do nivel de resposta para 5-8 Hz pds-estricnina. C) Neurdnio que revela uma diminuigdo do nivel da sua resposta a
estimulacéo tdctil apds aplicacdo de estricnina (de 30-35 Hz para 15-25 Hz) retomando o nivel inicial apés 60 min.

D) Célula sem alteragbes significativas entre os periodos pré- e pos-estricnina nos niveis de resposta a estimulacéo.

de modulagéao levaram ao aparecimento de um
numero significativo de neurénios com um au-
mento das respostas aos estimulos inécuos e/ou
noxicos, um aumento da sua actividade espon-
tdnea, ou por alteracées do seu padrédo de acti-
vidade.

A andlise da actividade espontanea permitiu
constatar a existéncia de um aumento do nivel
basal de actividade apds a administracdo de
estricnina. Trabalhos anteriores mostraram um
aumento da excitabilidade espinhal aquando da
remocao da inibicao espinhal ténica, induzida por
estricnina (Seltzer, et al., 1991; Sivilotti e Woolf,
1994; Dickenson, et al., 1997). Outros trabalhos
mostraram que a activacado espinhal dos recep-
tores glicinérgicos ou GABAérgicos desencadeia
uma inibicdo das respostas dos neurdnios do
tracto espinhotalamico (STT) aos estimulos noxi-
cos periféricos (Lin, et al., 1994, 1996). Por outro
lado, o modelo inverso de blogueamento dos
receptores glicinérgicos e GABAérgicos resulta
num aumento da actividade de fundo e das res-
postas a estimulacdo periférica. Esta informacéo
sugere que a libertacdo de glicina e GABA pode
funcionar como um modelador das funcdes sen-
soriais espinhais. Outros investigadores corre-
lacionam o aumento da actividade espontanea

com mecanismos de sensitizagdo com origem
central induzidos pelo processamento de
inputs in6bcuos e noxicos (Sivilotti e Woolf,
1994; Lin, et al., 1994, 1996; Peng, et al., 1996;
Sherman, et al., 1997).

Através da classificacdo dos neurdnios de
acordo com a sua resposta a estimulacdo no
periodo controlo e periodo apds estricnina foi
possivel constatar um elevado numero de célu-
las NS que alteraram o seu tipo de resposta para
WDR. Estudos desenvolvidos por Sherman, et al.
demonstraram que células NS do talamo medial
passam a responder aos estimulos tacteis apos
aplicacédo de estricnina a nivel medular (Sher-
man, et al., 1997). Estes resultados comprovam
0 possivel envolvimento das vias nociceptivas
ascendentes e das estruturas talamicas na ex-
pressao de doencas de cariz doloroso. Funcio-
nando também como uma justificacdo para o
facto de inputs inécuos na medula espinhal, po-
derem promover estados de dor associada a
mecanismos de origem central, nos quais o tala-
mo medial pode estar envolvido nomeadamente
no processo mediado pela estricnina. Outro fac-
to importante foi o de apenas um pequeno nu-
mero de células com caracteristicas LT e WDR
ter modificado o seu padrdo de resposta. Na
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Figura 4. A) Histograma de perieventos apresentando o efeito da estricnina no TLR de dois neurdnios com respostas
a estimulagdo inécua no periodo pré- e pds-aplicacdo. O neurdnio 1# apresenta um aumento da laténcia de resposta de
72 para 87 ms (aumento de 15 ms), o neurdnio 2# apresenta uma diminuicdo da laténcia de resposta de 83 para 76 ms
(diminuicao de 7 ms). B) Percentagem de neurdnios que revelaram alteracées nos valores de TLR. Cinquenta e seis por
cento dos neurdnios apresentaram alteragbes na sua laténcia. C) Variacdo da percentagem de neurdnios por intervalos
de laténcia para a células com um aumento da laténcia. D) Variacdo em intervalos de laténcia para as células com uma
diminuicdo do TLR apds aplicagdo de estricnina.

classificacao global das respostas das células
nos dois periodos (pré- e pds-estricnina) é tam-
bém de assinalar o facto de o numero de células
LT e NR né&o se ter alterado significativamente,
enquanto o numero de células WDR revelou um
importante acréscimo e o numero de NS uma
reducéo.

A anélise do periodo de 60 min apos a apli-
cacao de estricnina mostrou a existéncia de al-
teracOes a nivel da amplitude das respostas das

células a estimulacao. No grupo mais significa-
tivo de células (116 em 200) esta alteragao foi
no sentido do aumento do nivel de resposta para
0 mesmo estimulo. Este facto pode estar asso-
ciado a uma sensitizacdo da medula espinhal
induzida pela reducéo da inibicao dos interneu-
rénios da via glicinérgica pela estricnina. Por
outro lado, esta sensitizacdo podera estar aco-
plada ao desenvolvimento de alodinia e hiperal-
gesia secundaria, por reducéo da sensibilizagéo
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dos receptores da glicina associado a um un-
masking de inputs aferentes inibitorios.

A alteracao do nivel de resposta a estimulacéo
pode também estar ligada a mecanismos des-
cendentes de origem central. Neste caso, o0s
inputs aferentes inbcuos da medula espinhal po-
derdo estar envolvidos na producéao de dor as-
sociada a mecanismos centrais. Existem dois
mecanismos que podem potenciar a sensitiza-
cao central: um aumento da excitabilidade pro-
duzida por transmissores ou neuromoduladores
excitatorios ou uma diminuic&o na inibicdo. Da-
dos publicados na literatura comprovam a capa-
cidade da aplicac&o de estricnina poder promo-
ver uma modulacao de inputs sensoriais inbcuos
espinhais (Sherman, et al., 1996, 1997), sendo
este efeito iniciado a nivel dos aferentes prima-
rios n&o nociceptivos (Sherman, et al., 1996, 1997;
Baba, et al., 1999).

Existem diversos estudos sobre alodinia abor-
dando os mecanismos envolvidos no processa-
mento de estimulos inbcuos que podem ser
percebidos como dolorosos. Estes trabalhos ana-
lisam comportamentos anormais derivados da
libertacdo da inibicdo através da aplicacéao de
antagonistas selectivos da glicina e GABA (Yaksh,
1989; Sherman e Loomis, 1994; Sivilotti e Woolf,
1994; Woolf e Doubell, 1994). Neste paradigma
sensorial foi considerada a hipdtese de que a
resposta das fibras aferentes do tipo A, que nor-
malmente transportam sinais periféricos ndo do-
lorosos, sejam facilitadas pelo desaparecimento
de inibicao ténica sobre as sinapses dos aferen-
tes primarios, ou pela co-activacédo de recepto-
res de NMDA (Woolf e King, 1989; Woolf e Dou-
bell, 1994).

O mecanismo de alteragao do tempo de latén-
cia de resposta das células a estimulacédo in6-
cua pode estar associado a um efeito modula-
tério da estricnina, que num numero significativo
de células estudadas levou a uma diminuicdo do
tempo de resposta ao estimulo. Os presentes
resultados sugerem que 0 aumento da excitabi-
lidade a partir da libertagdo das conexdes silen-
ciosas pode influenciar a diminuicao dos valores
de TLR nos neuroénios espinhais e que o0 aumen-
to dos niveis de actividade sublimiar de aferen-
tes primarios pode contribuir para o desenvolvi-
mento de estados de dor-alodinia.
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Artigo original

Caracterizacao do Novo Composto
lodoresiniferatoxina (IRTX): Efeitos
no Receptor Vanildide

Ana Charrua'2, Antonio Avelino'2, Célia D. Cruz'?, Francisco Cruz?3

Resumo

O receptor vanildide tipo 1 (TRPV1) tem um papel importante no controlo da miccdo em situacoes patoldgicas.
A necessidade de aprofundar o conhecimento sobre o seu funcionamento levou a criacao de antagonistas.
A capsazepina, o antagonista do TRPV1 mais utilizado, é inespecifico nalgumas condi¢oes experimentais. Para
ultrapassar este problema, foi sintetizado um novo antagonista do TRPV1, a iodoresiniferatoxina (IRTX). Este
antagonista, uma forma iodada do ligando ultrapotente resiniferatoxina (RTX), mostrou em estudos in vivo ter
caracteristicas de agonista. Tomando estas discrepancias em consideracao, estudamos os efeitos da IRTX no
reflexo miccional, e se estes sdo mediados através do TRPV1. Para tal, efectuamos analises funcionais da be-
xiga. A IRTX aumentou a frequéncia urinaria, um efeito que revelou ser mediado pelo TRPV1. Este composto
também demonstrou ter a capacidade de dessensibilizar o receptor.

Palavras-chave: lodoresiniferatoxina. Receptor vanildide. Capsaicina. Capsazepina. Bexiga.

Introducao

O receptor vaniléide tipo 1 (TRPV1) é activado
por substancias vaniléides como a capsaicina e
a resiniferatoxina (Sterner, et al., 1999), tempe-
raturas acima de 43 °C (Caterina, et al., 1997) e
por endocanabindides como a anandamida (Smart,
et al., 2000).

A importancia do TRPV1 na regulagdo da mic-
céo e o papel que desempenha na dor inflamatoria
sd0 cada vez mais evidentes (para revisdo ver
Szallasi, 2002), o que justifica a necessidade de se
desenvolver estratégias farmacoldgicas que envol-
vem a sintese de antagonistas especificos para
estudar o receptor € manipular a sua actividade.

A capsazepina (CPZ), o antagonista do TRPV1
mais utilizado, tem capacidade de inibir respos-
tas mediadas pela capsaicina (Bevan, et al.,,
1992). Contudo, estudos efectuados in vivo
demonstraram que este composto é pouco se-
lectivo (Di Marzo, et al.,, 2000), justificando a
necessidade de se encontrarem novos antago-
nistas do TRPV1.

‘Instituto de Histologia e Embriologia

Faculdade de Medicina do Porto, Portugal

2IBMC, Porto, Portugal

3Servigo de Urologia, Hospital de S&o Joao, Porto, Portugal

Em 2001, Wahl, et al. sintetizaram uma forma io-
dada da resiniferatoxina (RTX), a iodoresiniferatoxina
(IRTX), que possui grande afinidade para o TRPV1,
e apresentou accdo analgésica (Wahl, et al., 2001).
Estudos electrofisiolégicos demonstraram que a
IRTX antagoniza correntes idnicas induzidas pela
aplicacédo de capsaicina, acido e temperaturas ele-
vadas, de um modo mais potente que a CPZ (Sea-
brook, et al., 2002). Outros estudos de electrofisio-
logia demonstraram que a IRTX também tem
capacidade de inibir a libertacdo de glutamato in-
duzida pela anandamida (Marinelli, et al., 2003).
Apesar de se comportar como um antagonista do
TRPV1, a IRTX possui algumas caracteristicas de
agonista deste receptor, semelhantes as observa-
das na molécula da capsaicina, se injectada intra-
plantarmente em ratos (Seabrook, et al., 2002).

Baseando-nos nestes resultados, e dado que
a bexiga do rato possui uma elevada densidade
de fibras aferentes primarias que expressam o
receptor vanildide (Avelino, et al., 2002) propu-
semo-nos esclarecer o efeito da aplicacéo topi-
ca da IRTX na frequéncia miccional.

Materiais e métodos
Animais

Foram utilizados ratos fémea da estirpe Wistar
(250-300 g) provenientes da colonia do IBMC
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(Porto, Portugal), tendo-se efectuado todos os
esforgos para minimizar a dor, o sofrimento e o
ndmero de animais utilizados. Para tal, foram
respeitadas todas as directivas éticas para a
investigacdo da dor experimental em animais
conscientes (Zimmermann, 1983) e os métodos
aplicados estdo de acordo com a Directiva da
Comunidade Europeia de 24 de Novembro de
1986 (86/609/EEC). Todas as manipulacées ani-
mais ndo terminais foram efectuadas sob anes-
tesia com isofluorano (4% para inducéo e 2%
para manutengdo), enquanto que as analises
cistométricas foram efectuadas sob anestesia
com uretano (1,2 mg/kg s.c.).

Quimicos

A capsaicina (CAP), resiniferatoxina (RTX) e o
uretano foram adquiridos a Sigma (Portugal). A
capzazepina (CPZ) e a iodoresiniferatoxina (IRTX)
foram adquiridas a Tocris (UK). O anticorpo anti-
CGRP feito em coelho foi comprado a Amersham
(Portugal). O Kit Vectastain ABC Elite foi compra-
do a Vector (UK). O isofluorano foi fornecido pela
Abbott (Portugal).

As solugdes experimentais de CAP e de RTX
foram obtidas por diluicdo de solucdes stock
de 10 mM e 10 uM, respectivamente, em 1% de
etanol em soro fisioldgico (solucao veiculo). As
solucbes experimentais de CPZ e a IRTX foram
obtidas por diluicdo da solucéo stock de 10 mM
e 1 mM, respectivamente, em soro fisioldgico.

Andlise cistométrica

A bexiga foi exposta através de uma incisé&o
abdominal e uma agulha de calibre 21 foi inserida
na cupula da bexiga. A temperatura corporal foi
mantida a 36-37 °C e controlada continuamente
por um termoémetro rectal. A pressao intravesical
foi monitorizada por um transdutor de presséo
(Gould Instruments) e a sua variacao registada
num computador, enquanto que solucéao salina foi
infundida a 6 ml/h, mantendo a uretra aberta.

Efeito da IRTX no reflexo miccional

Para estudar o efeito da IRTX na contraccéo
vesical, efectuaram-se analises cistométricas
(n = 5). Apés um periodo de estabilizacdo de
30 min, soro fisioldgico e solugbes de IRTX
de 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM
e 10 uM foram aplicadas topicamente na bexi-
ga, consecutivamente, a intervalos de 10 min.

Para estudar se o efeito da IRTX, na frequén-
cia urinaria, € mediado pelo TRPV1 foi efectuada
analise cistométrica (n = 5 animais/grupo ex-
perimental). Apds um periodo de 30 min para
estabilizacao, num dos grupos foram aplicados,
topicamente na bexiga, soro fisioldgico e solugéo
de IRTX 50 nM, a intervalos de 10 min. Noutro
grupo, aplicaram-se, do mesmo modo, soro fi-
siolégico e 50 uM CPZ + 50 nM IRTX.

Para se comparar o efeito de IRTX e CAP nas
contraccdes vesicais, formou-se outro grupo ex-

perimental (n = 5). Apdés um periodo de 30 min
para estabilizacdo, em todas as anélises, o
veiculo das solucées em estudo foi aplicado to-
picamente, previamente a aplicacdo de cada
uma das referidas solucées. Todas as aplicactes
ocorreram num intervalo de 10 min. Assim, no
primeiro grupo aplicou-se solugdo de CAP 1 uM,
no segundo CAP 1 uM + CPZ 50 pM, no tercei-
ro CAP 1 uM + IRTX 10 nM e no quarto grupo
CAP 1 uM + IRTX 10 uM.

Para se comparar o efeito da dessensibiliza-
cao do TRPV1 induzida por RTX e IRTX, noutros
dois grupos experimentais (n = 5 animais/grupo
experimental), foram aplicadas, respectivamen-
te, solucbes de IRTX 10 pM e RTX 10 nM, por
via intravesical, durante 30 min. Para eliminar
quaisquer remanescentes de IRTX ou RTX, a
bexiga foi lavada com soro fisioloégico. Vinte e
qguatro horas depois deste tratamento, efectua-
ram-se anélises cistométricas, onde solug¢des
de CAP 1 uM foram aplicadas topicamente en-
quanto que a variacao da actividade reflexa da
bexiga era monitorizada e registada.

Para se verificar qual o efeito do tratamento por
IRTX no conteludo em neurotransmissores, em
dois grupos de fémeas Wistar adultas, instilou-se
soro fisiolégico (n = 2) e IRTX 10 uM (n = 2), du-
rante 30 min, respectivamente. Vinte e quatro ho-
ras apos este procedimento, os animais foram
sacrificados por decapitacao e as bexigas colhi-
das e fixadas em 4% paraformaldeido em 0,1 M
tampa&o fosfato, pH 7,4. Apos seis horas de fixa-
¢ao, as bexigas foram colocadas em sacarose a
30% em tampédo fosfatos 0,1 M, durante 24 h,
seguidamente foram cortadas a 20 ypm num mi-
crétomo de congelacdo. Um em cada trés cortes
n&o consecutivos foi armazenado a —20 °C. Quan-
do todas as experiéncias foram concluidas, todos
os cortes foram lavados com PBS 0,1 M, e incu-
badas no mesmo banho com anticorpo policlonal
contra CGRP a 1:20.000, feito em coelho. A reac-
cao imune foi visualizada pelo método de avidina-
biotina (ABC). A presenca de fibras imunocoradas
foi estudada num microscopio optico.

Andlise estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos ex-
perimentais foram analisadas com software Sig-
maStat 2.03 (SPSS Inc, EUA), usando o teste
one-way ANOVA seguida pelo teste post-hoc
Student-Newman-Keuls para comparagdes mul-
tiplas. Valores a partir de p < 0,05 foram consi-
derados estatisticamente significativos. Os resul-
tados sédo apresentados como média + erro
padrdo da média.

Resultados

A aplicacdo de 10 nM IRTX néo alterou o nu-
mero de contracgdes vesicais por minuto. No en-
tanto, a aplicacédo de solucbes de IRTX desde
50 nM até 10 pM fez aumentar a frequéncia uri-
naria (Fig. 1A).
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Figura 1. A) Frequéncia urindria apds aplicagdo de concentragdes crescentes de IRTX, (*p < 0,05; Tp < 0,01;
*p < 0,001). B) Frequéncia urindria apds aplicagdo de 50 nM IRTX ou 50 nM IRTX + 50 uM CPZ (*p < 0,01).
C) Frequéncia urindria apos aplicacao de 1 uM CAF, 10 nM IRTX + CAP ou 10 uM IRTX + CAP (p > 0,05).
D) Frequéncia urindria apds aplicagdo de 1 uM CAF, 10 nM IRTX + CAP ou 50 uM CPZ + CAP ('p < 0,01;
*p < 0,001). E) Frequéncia urindria apds aplicagdo de 1 uM CAP em ratos tratados previamente com veiculo,

A aplicacéo tépica de 50 uM CPZ fez desapa-
recer o aumento da frequéncia urinaria causada
por 50 nM IRTX (Fig. 1B).

A co-aplicagao tépica de CAP com 10 nM
IRTX e 10 uM IRTX teve o mesmo efeito na fre-
quéncia urinaria do que a aplicacédo de apenas
1 uM de CAP (Fig. 1C). Contrariamente do que
se verificou com 10 nM IRTX, 50 uM de CPZ
antagonizou o efeito de 1 uM CAP (Fig. 1D).

O pré-tratamento com 10 nM RTX e 10 puM
IRTX preveniu o aumento da frequéncia urinaria
induzida pela CAP (Fig. 1E).

O pré-tratamento com 10 pM IRTX reduziu o
numero de fibras CGRP imuno-positivas na mu-
cosa da bexiga (Fig. 2). Tal como na zona dos
ureteres (dados ndo mostrados), ndo ocorreu
alteracdo no numero destas fibras imuno-positi-
vas na camada muscular (Fig. 3).

Discussao

O TRPV1 é um canal catiénico presente em
nociceptores da bexiga, que integra estimulos
noxicos (Caterina, et al., 1997; Avelino, et al.,
2002). Este receptor parece estar envolvido no
desenvolvimento de hiperactividade vesical (Cruz,
2004). Por esta razéo, o TRPV1 tem vindo a ser

estudado como um novo e potencial alvo tera-
péutico para o tratamento destas desordens
(Brady, et al., 2004; Dinis, et al., 2004). O uso
de CAP, RTX e outros anélogos mostraram a
complexidade do processo de activacdo do
TRPV1 (Mclintyre, et al., 2001; Ralevic, et al.,
2003). As aplicagcdes de CAP e RTX podem
dessensibilizar o TRPV1 (Maggi, et al., 1990). De
facto, a reduzida pungéncia da RTX torna-o um
agente terapéutico mais promissor do que a CAP
(Szallasi, et al., 1989a,b; Szallasi, et al., 1990). Se
estas duas moléculas sao extensivamente utiliza-
das em metodologias que prevéem o estudo dos
efeitos prolongados sobre o receptor, o uso de
antagonistas competitivos € mais adequado para
estudar respostas agudas.

Com o objectivo de superar a inexisténcia de
antagonistas do TRPV1 usados para experién-
cias in vivo, uma forma iodada da IRTX foi apre-
sentada como molécula candidata. Wahl, et al.
verificaram que a acc¢éo do IRTX no TRPV1 era
dependente da temperatura, tendo um nivel
maximo de especificidade aos 37 °C (Wahl,
et al., 2001).

A aplicacao tépica de solucbes de IRTX, em
concentracfes crescentes, induz um aumento
no numero de contraccdes da bexiga numa for-
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Figura 2. Fibras CGRP imuno-positivas na mucosa de
bexigas previamente tratadas com veiculo (a) ou com
10 uM IRTX (b). Barra de calibragédo, 20 pm.

Figura 3. Fibras CGRP imuno-positivas na muscular de
bexigas previamente tratadas com veiculo (a) ou com
10 uM IRTX (b). Barra de calibragédo, 20 pm.

ma dependente da dose, atingindo-se um efeito
maximo a partir dos 100 nM. Estes resultados
ndo s6 demonstram que a IRTX promove a con-
traccao vesical, como também satura a sua mo-
lécula alvo. Dado que as contraccbes vesicais
mediadas por IRTX s&o inibidas pela CPZ pode-
se concluir que as alteracdes no reflexo miccio-
nal causadas pela IRTX s&o mediadas pelo
TRPV1. Como a acgédo da IRTX foi imediata po-
der-se-a concluir que a difusdo deste composto
através da serosa até as terminagdes nervosas
faz-se de maneira rapida.

A RTX dessensibiliza funcionalmente as fibras
que expressam o TRPV1, interferindo com o
transporte axonal (Szallasi, et al., 1995) e o con-
teldo em neurotransmissores (Avelino, et al.,
2000). Dado que a IRTX mostrou caracteristicas
de agonista do TRPV1, estudamos a possibilida-
de deste composto dessensibilizar o receptor. Tal
como observado com a RTX, a instilacdo da be-
xiga com IRTX vinte e quarto horas antes da
analise cistométrica, preveniu completamente o
aumento da frequéncia urinaria induzida pela
CAP. Estes dados demonstram que a IRTX afec-
ta as fibras sensiveis a capsaicina, o que é cor-
roborado pela eliminacdao de CGRP observada
apos o tratamento da bexiga com esta molécula.
No seu conjunto estes resultados demonstram
que, nestas condicbes experimentais, a IRTX
actua como agonista do TRPV1, com caracteris-
ticas dessensibilizantes.

Apesar de num recente trabalho publicado por
Trevisani, et al. se observar que a IRTX foi capaz
de ter accéo antitussica, um reflexo mediado pelo
TRPV1, uma possivel dessensibilizagcao do recep-
tor ndo foi testada (Trevisani, et al., 2004). De
facto, quando comparado com 0Ss Nossos resul-
tados, as doses de IRTX usadas nesse trabalho
sao muito elevadas.

Considerando que um antagonista é uma mo-
lécula que devera actuar no receptor sem alterar
as suas propriedades, isto é, devera neutralizar
o efeito de um agonista, a IRTX ndo apresenta
esta caracteristica nas condi¢cdes experimentais
do presente trabalho.

Em concluséo, estes resultados mostram a
necessidade de encontrar novos farmacos que
actuem como antagonistas completos do TRPV1,
com O consequente elevado valor terapéutico.
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