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José Manuel Castro Lopes

Mensagem do Presidente da APED

Na sequéncia do Global Year of Pain in Chil-
dren promovido pela International Association
for the Study of Pain (IASP), a APED decidiu
centrar as comemoracdées do 8.° Dia Nacional de
Luta Contra a Dor no tema «A dor na crianca».

As principais actividades relacionaram-se com
0 concurso de desenhos infantis organizado
pela APED com o patrocinio da Janssen-Cilag.
Refira-se que esta iniciativa foi muito elogiada
pelo presidente da IASP, Prof. Troels Jensen,
e pelo presidente do Special Interest Group on
Pain in Childhood da IASP, Prof. Allen Finley, de
tal modo que os desenhos classificados nos trés
primeiros lugares foram colocados no sitio da IASP
na internet (www.iasp-pain.org/GD2005KDrawings.
html), e o desenho classificado em primeiro lu-
gar foi colocado na pagina de abertura do sitio
daquele grupo na internet (www.childpain.org).
Os desenhos classificados nos trés primeiros
lugares estdo também patentes no renovado
sitio da APED na internet (www.aped-dor.org).
Além disso, alguns dos principais desenhos
submetidos a concurso foram expostos em di-
versos hospitais do pais no Dia Nacional de Luta
Contra a Dor, e realizou-se uma ceriménia de
atribuicdo dos prémios aos trés primeiros clas-
sificados. A cerimonia foi presidida pela Dr.2 Ma-
ria Cavaco Silva, reproduzindo-se em seguida o
discurso que o presidente da APED proferiu na
ocasiéo.

«Na qualidade de presidente da Associacdo
Portuguesa para o Estudo da Dor agradeco a
vossa presenc¢a nesta cerimonia que assinala o
8.° Dia Nacional de Luta Contra a Dor e, simul-
taneamente, encerra o concurso de desenhos
infantis que a APED promoveu no ambito do
ano internacional dedicado a dor na crianga,
com o generoso patrocinio da Janssen-Cilag.

Nunca é demais recordar que Portugal foi pio-
neiro na Europa, quica no mundo, ao criar em
1999 um Dia Nacional dedicado exclusivamente
a dor. Como qualquer outro dos dias nacionais,
0 objectivo principal é chamar a atencdo da
populagcdo em geral, mas também dos profis-
sionais de saude e das entidades competentes,
para o verdadeiro problema de satide publica
que a dor representa, nas suas mdultiplas ver-
tentes.

A dor aguda, que resulta por exemplo de um
traumatismo, uma queimadura, uma ulcera gas-
frica ou uma cdlica renal, tem uma importancia
fundamental para a preservacdo da integridade
fisica do individuo e mesmo para a sua sobrevi-

da. Por isso néo é possivel nem desejavel elimi-
nar totalmente a dor. No entanto, cumprida a sua
funcdo de sinal de alarme, deve ser combatida
com todas as armas terapéuticas que temos
hoje ao nosso dispér, por forma a reduzir a mor-
bilidade e o sofrimento que lhe estdo associados,
€ que estdo tao bem patentes nos desenhos que
recebemos de criancas internadas em hospitais
de todo o pais. Foram cerca de 130 desenhos
que ilustram de forma muito significativa o quanto
ainda esta por fazer neste ambito. O alivio da
dor deve ser reconhecido como um direito huma-
no e um objectivo fundamental na melhoria da
prestacdo de cuidados de saude a populacédo
em geral e as criancas em particular. Numa
altura em que tanto se fala na humanizacdo dos
cuidados de saude, ¢ fundamental criar as con-
dicbes para que a dor seja devidamente identi-
ficada, avaliada e tratada atempadamente.

Foi nesse sentido que propusemos a criagdo
da norma que instituiu a dor como quinto sinal
vital, que viria a ser aprovada faz hoje precisa-
mente 3 anos, e que mais uma vez pos Portugal
na primeira linha no combate a dor. E fundamen-
tal que esta norma seja cumprida na integra
pelos profissionais de saude, e a APED tem vin-
do a promover diversos cursos, sob a coorde-
nacdo da Prof.2 Ananda Fernandes, que visam
precisamente dar formacdo sobre a avaliacdo
da dor. De facto, ndo basta produzir documentos
bem intencionados, € necessario ir para o terre-
no e modificar habitos e mentalidades enraiza-
das em conceitos inaceitaveis no século XX,
que levam a que a dor seja frequentemente su-
bestimada, escondida ou até negada, tanto pe-
los doentes como pelos profissionais de saude.

No mesmo sentido, é imperativo que se cum-
pram o0s objectivos do Plano Nacional de Luta
Contra a Dor, que, curiosamente, entrou em Vi-
gor em 2001 pela mdo do senhor ministro da
Saude, Dr. Correia de Campos. Muito foi feito
desde entdo, em particular no ambito da dor
cronica, mas existem diversos obstdculos, de
natureza organizativa, financeira e de escassez
de recursos humanos, que ainda néo foi possivel
ultrapassar, e que representam uma profunda
frustracdo para quem esta empenhado em pro-
mover aquele plano.

Perguntava-me ontem uma jornalista quantos
portugueses sofrem de dor cronica e quais 0s
custos que isso acarreta para a sociedade. In-
felizmente ainda ndo temos dados fidedignos,
mas esta neste momento em curso um estudo,
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realizado por investigadores da Faculdade de
Medicina do Porto, que irda responder a essas
questoes em breve. Enquanto ndo dispomos
desses dados, tudo o que podemos fazer é
extrapolar a partir de estudos realizados noutros
paises europeus, e que apontam para que exis-
tam em Portugal cerca de 1 milhdo de pessoas
a sofrer de dor cronica. Sabemos também que
a dor é a primeira causa de consulta dos médi-
cos de familia e podemos estimar que o custo
para a sociedade das lombalgias, as vulgares
dores de costas, que diga-se representam a for-
ma mais comum de dor cronica, devera rondar
0s 2.000 milhées de euros ou 400 milhdes de
contos na moeda antiga.

Estamos, pois, perante um grave problema de
saude publica, com repercussées socioecono-
micas comparaveis as das doencas cardiovas-

culares ou do cancro, embora com uma enorme
diferenca. é que a dor, apesar do sofrimento que
acarreta, por vezes quase insuportavel, rara-
mente mata. Mas se s&o poucos 0s que morrem
de dor, muitos sdo os que morrem com dor e
mais ainda os que com ela convivem diariamen-
te, e para modificar esta situacdo necessitamos
da ajuda de todos.

Termino, agradecendo penhoradamente a pre-
senca da Ex.m& Sr@ Dr.@ Maria Cavaco Silva. Estou
certo que acabamos de ganhar uma valiosa alia-
da nesta luta sem tréguas a bem dos doentes
do nosso pais.»

PS. Conforme acima referido, o sitio da APED
na internet foi renovado. Gostariamos de receber
comentarios e sugestdes dos sécios da APED,
bem como noticias que pretendam divulgar.
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O Receptor Vaniléide TRPV1 é
Essencial para a Génese da Alodinia
e da Hiperactividade Vesical na Cistite

Ana Charrua'?, Célia Duarte Cruz'4, Francisco Cruz?3 e Antonio Avelino'?

Resumo

Objectivo: Avaliar o papel do TRPV1 na génese da informacao néxica e na hiperactividade vesical associadas
a cistite.

Materiais e métodos: Estudou-se a expressao espinal de c-fos induzida pela distensado inécua da bexiga
(10 cm de agua), em ratinhos normais (TRPV1 +/+) e knock-out para o receptor vaniléide (TRPV1 —/-) apds
inflamacao vesical com lipopolissacarideo (LPS) ou aplicacao de veiculo. Foi também estudada a actividade
reflexa da bexiga destes animais, sob anestesia.

Resultados: O grau de inflamacédo obtido foi idéntico em animais TRPV1 +/+ e TRPV1 —/-. A distensao
inécua da bexiga dos animais TRPV1 +/+ ndo-inflamados induziu a expressao de c-fos em 4 = 2 células
por segmento espinhal. A distensdo inécua das bexigas inflamadas com LPS aumentou a expressao do
gene para 34 + 5 células (p < 0,001). O nimero de células que expressavam a proteina em animais TRPV1 —/-
nao-inflamados ou inflamados foi semelhante (2 + 1 e 2 + 1, respectivamente) (p < 0,05). A infusdo de soro
fisioldgico na bexiga de animais TRPV1 +/+ nao-inflamados ou inflamados induziu 0,46 + 0,14 e 1,13 + 0,12,
contrac¢oes por minuto, respectivamente (p < 0,001). Nos animais TRPV1 —/- nao-inflamados e inflamados,
a frequéncia urinaria foi semelhante (0,47 + 0,08 e 0,61 + 0,10, respectivamente) (p < 0,05).

Conclusao: Estes resultados demonstram que o TRPV1 é essencial para a génese da informacao nodxica e
para o desenvolvimento de hiperactividade vesical associados a cistite.

Palavras-chave: TRPV1. Cistite. TRPV1 KO. Inflamacao.

Abstract

Purpose: To evaluate the role of TRPV1 for the generation of noxious bladder input and bladder overactivity
associated with cystitis.

Material and methods: Spinal c-fos expression triggered by innocuous bladder distension (10 cm of water)
was studied in sham-inflamed and lipopolysaccharide (LPS)-inflamed TRPV1 +/+ and TRPV1 —/— mice. Bladder
reflex activity was studied, under urethane anaesthesia, in sham-inflamed or LPS-inflamed TRPV1 +/+ and
TRPV1 —/- mice.

Results: Inflammatory changes in the bladder of TRPV1 +/+ and TRPV1 —/- mice were identical. Bladder dis-
tension of sham-inflamed TRPV1 +/+ induced 4 + 2 Fos-cells per section. Bladder distension after LPSinflam-
mation increased Fos-cells to 34 + 5 (p<0.001). The number of Fos-cells after bladder distension of sham
or LPS-inflamed TRPV1 —/- mice was similar (2 + 1 and 2 + 1, respectively p > 0.05). During saline infusion
of sham-inflamed bladders of TRPV1 +/+ mice saline 0.46 + 0.14 contraction/minute were registered. In LPS-
inflamed TRPV1 +/+ mice that frequency was increased to 1.13 + 0.12 (p < 0.001). In sham or LPS-inflamed
TRPV1 -/~ mice, bladder frequency was similar (0.47 + 0.08 and 0.61 + 0.10, respectively, p > 0.05).
Conclusions: Our data demonstrate that TRPV1 is essential for the generation of noxious bladder input and
bladder overactivity associated with cystitis.

Key words: TRPV1. Cystite. TRPV1 KO. Inflammation.

'Instituto de Histologia e Embriologia
Faculdade de Medicina

2IBMC, Universidade do Porto
3Departamento de Urologia

Hospital de Sao Joao

Porto, Portugal
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Introducéao

O TRPV1 é um canal i6nico nao-selectivo sen-
sivel a capsaicina, ao calor noxico e ao pH bai-
xo. O limiar de activagao pelo calor foi inicial-
mente estabelecido perto dos 43 °C'. Contudo,
foi demonstrado que o TRPV1 poderia ser acti-
vado a temperaturas corporais se o pH for infe-
rior a 6'. Mais ainda, o TRPV1 mostrou ser es-
sencial para o desenvolvimento da hiperalgesia
térmica induzida pelo processo inflamatorio'2.

O TRPV1 ¢é expresso abundantemente no tracto
urinario inferior, em fibras sensitivas que penetram
a camada muscular e a mucosa®4 e em células
uroteliais®. Estudos em animais dessensibilizados
pelos agonistas do TRPV1 capsaicina ou resinife-
ratoxina (RTX) mostraram que as fibras que ex-
pressam o receptor eram importantes para a hipe-
ractividade vesical, para o comportamento
doloroso e para a sobreexpressao espinhal da
proteina Fos durante a cistite®”. Apesar do facto
da capsaicina e do RTX se ligarem especificamen-
te ao TRPV1' e induzirem a sua deplecdo®®, esses
estudos ndo demonstraram em definitivo o papel
do TRPV1 na cistite. Apds a aplicacdo da capsai-
cina e do RTX, os nervos que expressam o TRPV1
também perdem outros receptores, Como o recep-
tor purinérgico subtipo P2X3° e sofrem deplecéo
total de neuropeptideos como a SP e a CGRP'°,

O efeito da inibicao do TRPV1 com o antago-
nista especifico capsazepina (CPZ) na dor origi-
nada pelas bexigas inflamadas nunca foi avalia-
do. Contudo, num estudo recente, a CPZ diminuiu
a actividade reflexogénica da bexiga de ratos
cronicamente inflamados, mas néo teve qualquer
efeito em animais normais''. Apesar deste resul-
tado sugerir o envolvimento do TRPV1 na cistite,
a diminuigéo foi ligeira, um facto que podera in-
diciar ou que a CPZ tem uma fraca poténcia'? ou
que o TRPV1 apresenta um papel marginal. Para
clarificar este assunto, no presente estudo, usa-
ram-se animais transgénicos nos quais 0 gene
TRPV1 foi inactivado (animais TRPV1 —/-) para
determinar a contribuicdo do receptor na geracéo
de informacdo nodxica proveniente da bexiga e
para o desenvolvimento da hiperactividade vesi-
cal associadas a cistite. Resultados preliminares
foram apresentados sobre a forma de resumo’s.

Materiais e métodos

Ratinhos fémeas TRPV1 —/- e 0s seus respec-
tivos controlos (TRPV1 +/+) foram obtidos na
Jackson Laboratory, EUA. Todas as manipula-
¢des animais ndo-terminais foram efectuadas
sob anestesia com isoflurano (5% para inducéo,
1,5% para manutencéo). Para procedimentos
terminais utilizou-se hidrato de cloral a 3,5%
(0,1 ml/10 g de peso corporal, intraperitoneal).
As cistometrias foram efectuadas sob anestesia
com uretano (1,2 g/kg, subcutaneo).

A inflamacao da bexiga foi induzida em animais
TRPV1 —/— e TRPV1 +/+ através da aplicacéo in-
travesical de lipopolissacarideo extraido de E. coli

(LPS, Sigma). Apds a evacuacéo da urina, a bexi-
ga foi instilada durante uma hora com 0,2 ml de
soro fisiologico contendo 1 mg/ml LPS. O mesmo
volume de soro foi usado para obter animais-con-
trolo. Vinte e quatro horas apés este procedimento,
0s animais foram reanestesiados para a elabora-
céo dos estudos posteriores (ver em baixo).

Todos os esforcos foram efectuados para mi-
nimizar o sofrimento animal e para reduzir o nu-
mero de animais usados. As experiéncias foram
efectuadas de acordo com a Directiva do Con-
selho Comunitario Europeu de 24 de Novembro
de 1986 (86/609/EEC).

Expressao espinhal da proteina Fos apds
a distensdo da bexiga

Numa primeira experiéncia, quatro animais TRPV1
+/+ e quatro TRPV1 —/— ndo inflamados foram anes-
tesiados, as bexigas expostas através de uma inci-
sao abdominal e uma agulha com didmetro de 25-
gauge inserida na culpula da bexiga. As bexigas
foram entéo distendidas durante 15 minutos a uma
presséo constante de 10 cm de H,O com soro fi-
siolégico a temperatura ambiente. O mesmo proce-
dimento foi repetido em quatro animais TRPV1 +/+
e quatro TRPV1 -/~ inflamados com LPS.

Duas horas apds o inicio da distenséo, todos os
animais foram fixados por perfusao através da aor-
ta com 50 ml de solug&o de Tyrode seguida de 200
ml de paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato 0, 1
M, pH 7,4. Apds a perfusdo, 0s segmentos espi-
nhais L6 foram removidos, imersos trés horas no
mesmo fixador e durante 24 horas em sacarose a
30% em tampao fosfato, cortados transversalmen-
te num micrétomo de congelagédo a 30 um de es-
pessura € armazenadas em crioprotector a —20
°C'"'. Quando todas as experiéncias foram conclu-
idas, os cortes foram lavados com PBS e incuba-
dos em anticorpo policlonal, produzido em Coelho,
contra a proteina Fos (Calbiochem), diluido
1:10.000. A reac¢éo imune foi visualizada pelo mé-
todo avidina-biotina (ABC, Vector). As células imu-
norreactivas para a proteina Fos observadas em 10
cortes de cada animal foram contadas ao micros-
copio optico, conforme descrito anteriormente’™.

Cistometria

Quatro animais TRPV1 +/+ e quatro TRPV1 —/-
nao-inflamados e quatro animais TRPV1 +/+ e qua-
tro TRPV1 —/— inflamados com LPS foram usados.
Os animais foram anestesiados com uretano e a
temperatura corporal controlada através de um
termémetro rectal e mantida a 36-37 °C com uma
manta de aquecimento. As bexigas foram expos-
tas através de uma incisdo abdominal e uma agu-
lha com diametro de 25-gauge inserida na cupula
da bexiga para permitir a infusdo de soro fisiologi-
co a temperatura corporal, a um fluxo de 1,8 ml
por hora. A uretra foi mantida desobstruida para
permitir a expulsdo da urina durante as contrac-
cbes da bexiga. A presséo intravesical foi medida
através de um tradutor de presséo (Gould Instru-
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Figura 1. Numero médio de células imunorreactivas
para a proteina Fos no segmento espinhal L6 em
animais TRPV1 +/+ e TRPV1 —/— nao-inflamados (barras
abertas) ou inflamados com LPS (barras negras). Os
asteriscos indicam p < 0,001 entre todas as barras.

ments). Os registos foram sempre iniciados apés
um periodo de estabilizacao de 30 minutos.

Avaliagdo histoldgica da bexiga

No final das experiéncias, as bexigas de animais
TRPV1 +/+ e TRPV1 —/- foram colhidas e fixadas
por imersao em paraformaldeido a 4% em tamp&o
fosfato 0,1 M, pH 7,4 durante 24 horas. Apds a
inclusdo em parafina, efectuaram-se cortes de 7
pum que foram corados pela hematoxilina-eosina.

Apresentagéo dos dados

Os resultados séo apresentados como o nume-
ro médio de células imunorreactivas para a prote-
fna Fos por corte de medula espinhal + desvio-
padrdo (DP) e o nimero médio de contraccdes da
bexiga por minuto + DP. As diferencas das médias
foram comparadas através de andlise de variancias
a um factor (ANOVA) seguido do teste de compa-
racGes multiplas post-hoc Bonferroni usando o sof-
tware Sigma-Stat 2.03. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Resultados
Resultados de microscopia dptica

As bexigas dos animais TRPV1 +/+ e TRPV1
—/- inflamados com LPS mostraram um grau se-
melhante de inflamag&o. O urotélio encontrava-se
intacto e a lamina proépria apresentou fraco ede-
ma e pouca infiltragao inflamatdria. As bexigas de
animais TRPV1 +/+ e TRPV1 —/- instiladas com
soro fisiolégico apresentavam-se normais.

Expressédo espinhal de c-fos apds distensao
da bexiga

A distensdo da bexiga de animais TRPV1 +/+
n&o-inflamados a presséao indcua de 10 cm de H,O
induziu uma ligeira expresséo bilateral de c-fos,
restringida a matéria cinzenta intermediolateral
(ILG) e a comissura dorsal (DC). O numero médio
de células imunorreactivas para a proteina Fos nes-

tes animais foi de 4 + 2 (Fig. 1). Pelo contrario, a
distensdo de bexigas inflamadas em animais
TRPV1 +/+ causou um forte aumento do ndmero
de células que expressam a proteina Fos, para 34
+ 5 (p < 0,001) (Fig. 1). O aumento ocorreu bilate-
ralmente na lamina |, ILG e DC. A distenséo das
bexigas ndo-inflamadas de animais TRPV1 —/- in-
duziu uma ligeira expressao bilateral de proteina
Fos, tanto na ILG, como na DC. O nimero médio
de células que expressavamm a proteina Fos nes-
tes animais foi de 2 + 1 (Fig. 1). A distens&o das
bexigas inflamadas em animais TRPV1 —/— néo al-
terou 0 nUmero de células que expressam a prote-
ina Fos (2 = 1; p < 0,05) (Fig. 1).

Cistometria

A frequéncia das contraccoes reflexas de ani-
mais TRPV1 +/+ n&o-inflamados foi de 0,47 +
0,10 por minuto (Figs. 2 A e 3). Em animais TRPV1
+/+ inflamados, observou-se um forte aumento da
frequéncia das contraccoes reflexas, 1,13 £ 0,12
por minuto (p < 0,001) (Figs. 2 B e 3). A frequén-
cia das contracgdes em animais TRPV1 —/— con-
trolo foi de 0,47 + 0,08 por minuto (Figs. 2 C e 3).
Nos animais TRPV1 —/- inflamados com LPS, a
frequéncia de contrac¢des reflexas n&o se alterou
de forma significativa (0,61 + 0,10 contracgdes
por minuto, p < 0,05) (Figs. 2 D e 3).

Discussao

Clinicamente, a cistite é caracterizada por dor
abdominal baixa durante o enchimento fisiolégico
da bexiga e pelo aumento da frequéncia urinaria.
Na cistite experimental, a resposta dolorosa ao
enchimento da bexiga pode ser detectada através
de comportamento associado a dor®'' e pela ex-
pressdo na medula espinhal do proto-oncogene
c-fos?7. Mais ainda, a cistometria mostra um au-
mento da actividade reflexogénica tanto em animais
inflamados acordados’ como em animais inflama-
dos anestesiados’. Este fenémeno foi claramente
observado nos nossos animais TRPV1 +/+ inflama-
dos. Estes, em contraste com os TRPV1 +/+ nao-
inflamados, mostraram uma expresséo de c-fos
intensa nos neurdnios do segmento espinhal L6,
guando a bexiga foi distendida a presséo fisiolo-
gica de 10 cm H,0, mostrando um aumento da
informacao noéxica gerada pela inflamacéo vesical.
Adicionalmente, a inflamacéo aumentou de forma
significativa a frequéncia das contraccdes reflexas
da bexiga nos animais TRPV1 +/+.

As caracteristicas histolégicas da cistite induzi-
da pelo LPS eram semelhantes nos animais TRPV1
+/+ e TRPV1 -/~ No entanto, a inflamacao n&o
aumentou 0 nimero de neurénios que expressam
a proteina Fos no segmento espinhal L6 em ani-
mais TRPV1 —/—. O mesmo é verdadeiro para a
actividade reflexa da bexiga, ja que a inflamacéo
ndo aumentou a frequéncia das contraccdes nos
animais TRPV1 —/-. Deste modo, os nossos dados
indicam que o TRPV1 desempenha um papel es-
sencial para a génese da informacao ndxica da
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Figura 2. Cistometrogramas tipicos de animais TRPV1 +/+ ndo-inflamados (A) e inflamados com LPS (B), e de animais
TRPV1 —/— n&o-inflamados (C) e inflamados com LPS (D), durante 10 minutos de perfusdo com soro fisioldgico.
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Figura 3. Numero médio de contracgbes vesicais de
animais TRPV1 +/+ e TRPV1 —/— ndo-inflamados (barras
abertas) e de TRPV1 +/+ e TRPV1 —/— inflamados
(barras negras) durante 10 minutos de perfusdo com
soro fisiolégico. Os asteriscos indicam p < 0,001 entre
todas as barras.

bexiga e é importante para o desenvolvimento da
hiperactividade vesical associada com a cistite.
A importancia do TRPV1 na cistite levanta ime-
diatamente a questéo ainda ndo esclarecida do ou
dos agonistas endoégenos do TRPV1. Existem va-
rias moléculas endégenas identificadas como sendo
agonistas do TRPV1, incluindo os protées, N-araqui-
donoil-etanolamina (anandamida), N-araquidonoil-
dopamina, N-oleoil-dopamina, produtos da lipoxige-
nase, eicosandides e leucotrienos'®. A bradicinina
nao se liga ao TRPV1, mas pode activar o receptor
de forma indirecta, através de um mecanismo me-
diado pelo seu receptor B2'5. Até a data, na bexiga
inflamada, s6 a anandamida foi estudada em de-
talhe como um agonista endégeno do TRPV1''. A

inflamacé&o induzida pela ciclofosfamida aumenta
a concentracéo da anandamida na bexiga de rato,
de forma persistente'’, a sua actividade reflexogé-
nica e a expresséo espinhal da proteina Fos!'. Mais
ainda, a inflamacéo podera aumentar o nimero de
receptores TRPV1 e facilitar a sua activacédo. A in-
flamagao mostrou causar um aumento da tradu-
céo do TRPV1, dependente do factor de cresci-
mento nervoso, € do seu transporte para a
periferia’®. A activacdo das cascatas PKA-PKC
mostrou remover o TRPV1 de um controlo inibito-
rio tonico'”. Adicionalmente, na bexiga do rato o
TRPV1 co-localiza com receptores activados por
proteases (PAR). A activagéo destes receptores
ocorre durante a inflamagdo e contribui para a
sensibilizagcdo do TRPV1.

Apesar de ndo ser o objectivo do presente es-
tudo, ndo conseguimos encontrar diferencas entre
a expressédo do c-fos e a frequéncia de reflexo
miccional entre animais TRPV1 +/+ e TRPV1 —/-
nao-inflamados. Estes resultados diferem dos ob-
servados por Birder LA, et al.™, que verificaram
um aumento da capacidade vesical e do numero
de contraccdes ndo-expulsivas tanto em animais
TRPV1 —/— acordados como anestesiados. Até a
data, sdo desconhecidas as razdes para a diferen-
ca entre estes resultados. Contudo, deve ser real-
cado que a actividade reflexogénica da bexiga
semelhante entre TRPV1 +/+ e TRPV1 —/— esté de
acordo com as recentes observacdes efectuadas
no rato''. Nesta espécie, a aplicacdo de capsaze-
pina em animais nao-inflamados ndo produziu
qualquer efeito na frequéncia da actividade vesi-
cal''. Mais ainda, a auséncia de um papel para o
TRPV1 na actividade sensitiva de tecidos n&o-in-
flamados foi também sugerida por Davis JB, et al 2.
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De facto, na auséncia da inflamagao, animais
TRPV1 +/+ e TRPV1 —/— mostraram respostas se-
melhantes a estimulos térmicos noxicos.

A cistometria, um teste no qual a bexiga é disten-
dida a uma velocidade que simula o processo fisio-
l6gico de acumulag&o de urina, efectua um estimu-
lo mecéanico inbcuo. Dado que o TRPV1 mostrou
ser essencial para a percepc¢ao de estimulos dolo-
rosos e para a hiperactividade vesical, podera ser
especulado que, na cistite, o TRPV1 esta directa ou
indirectamente implicado no processo de traducao
de estimulos mecanicos. Isto é surpreendente, uma
vez que as propriedades classicas do canal TRPV1
incluem sensibilidade ao pH, a temperatura € a
capsaicina, mas ndo a pressao’. Mais ainda, a sen-
sibilidade mecéanica da pele de animais TRPV1 +/+
e TRPV1 -/~ é similar’. Uma explicacéo possivel
para estes achados é o facto de mediadores infla-
matérios activarem o TRPV1 presente em células
uroteliais e causarem a libertagdo de ATPS1°, Este
neurotransmissor interage com receptores purinér-
gicos presentes em fibras sensitivas suburoteliais,
induzindo contraccdes reflexogénicas e resposta
dolorosa'®. Nos animais TRPV1 —/—, este mecanismo
estaria alterado. Contudo, um estudo recente efec-
tuado no coélon parece apoiar a ideia de que o
TRPV1 podera estar de facto envolvido na traducéo
de estimulos mecanicos. Jones RC, et al.?® obser-
varam que animais TRPV1 -/~ ndo apresentaram
uma tradugéo nociceptiva mecanica normal devido
a reducéo da sensibilidade aferente a estimulos de
distens&o coldnica, e que os mediadores da infla-
macéao contribuiam para a actividade nervosa dos
aferentes primarios em animais TRPV1 +/+ mas néo
em animais TRPV1 —/-20,

As implicagdes clinicas de maior relevancia para
este estudo s&o o tratamento da dor e da hiperac-
tividade associadas a sindrome de dor pélvica
cronica (CPPS), que inclui a cistite intersticial. De
facto, o presente estudo sugere que a inibicdo do
TRPV1 através de um antagonista apropriado po-
deréa providenciar uma analgesia significativa e
contribuir para o controlo da elevada frequéncia
urinaria observada nestes doentes. Na auséncia
de um composto adequado para uso humano, a
inactivacdo do TRPV1 tem sido exercida através
do uso de compostos vanildides exdégenos, nome-
adamente a resiniferatoxina (RTX) aplicada intra-
vesicalmente'®. Contudo, os efeitos clinicos s&o,
de momento, contraditérios. Apesar do primeiro
ensaio de controlo com placebo ter sugerido al-
guns efeitos benéficos no tratamento da dor e no
controlo miccional®!, um ensaio recente n&o Mos-
trou nenhuma vantagem neste tratamento®. O
nosso estudo, ao mostrar o papel crucial do TRPV1
durante a cistite, apoia inequivocamente a investi-
gacao basica e clinica nesta area, eventualmente
com novos compostos que bloqueiam selectiva-
mente a actividade do TRPV1.

Conclusoes

O TRPV1 é essencial para a génese de infor-
macéo sensitiva ndxica proveniente da bexiga

inflamada e para o estabelecimento de uma ele-
vada frequéncia das contraccgdes reflexas. A sua
inibicao pode, por isso, ser explorada para o
tratamento de sintomas do tracto urinario baixo
em doentes com cistite cronica. Estudos futuros
dever&o ser direccionados para a identificacao
de compostos capazes de inibir selectivamente
o TRPV1.
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Integracao do Nucleo Reticular Dorsal
do Bolbo Raquidiano na Rede
Supra-espinal de Controlo da Dor

Hugo Leite-Almeida e Armando Almeida

Resumo

A rede anatomica onde um componente do sistema nervoso central (SNC) se integra é uma caracteristica
fundamental balizadora da sua funcao. O nticleo reticular dorsal do bolbo raquidiano (DRt) é aqui apresen-
tado como um caso paradigmatico onde o conhecimento anatémico foi essencial para a identificacao da sua
actividade fisiologica. O DRt esta particularmente bem caracterizado nas suas ligacoes aferentes e eferentes
com o encéfalo e medula espinhal, embora muitos dos circuitos caracterizados por métodos neuroanatomi-
cos estejam ainda por ser validados do ponto de vista funcional. Os circuitos DRt-corno dorsal da medula
espinhal (CD)-DRt e cértex limbico (Climb)-DRt-CD serdo aqui revistos com exemplos onde a anatomia pre-
cedeu e, em certa medida, antecipou a funcéo. Por outro lado, circuitos que incluem (i) a ligagao reciproca
entre o DRt e o sistema enddgeno de controlo da dor centrado na substancia periaqueductal cinzenta (PAG)
e medula ventromedial rostral (RVM) e (ii) a projeccao eferente do DRt para todos os nticleos de motoneu-
ronios envolvidos no controlo da musculatura orofacial, embora anatomicamente bem caracterizados, per-
manecem uma incognita do ponto de vista funcional. As novas linhas de investigacao deixadas em aberto
pelos trabalhos neuroanatomicos serao brevemente discutidas no final desta revisao.

Palavras-chave: Dor. Nocicepcéo. Nucleo reticular dorsal do bolbo raquidiano. Circuitos neuronais. Tragado-
res retrogrados e anterégrados.

Abstract

The anatomical network where a subsystem of the central nervous system is integrated is a fundamental
and influential characteristic on its activity. The medullary dorsal reticular nucleus (DRt) is presented here
as a paradigmatic case where the neuroanatomical studies proved to be essential in the comprehension of
its function. The DRt is well characterized in what concerns to the afferent and efferent connectivity to the
encephalon. However, the physiological value of many of these neuroanatomical pathways will need to be
evaluated. The circuits DRt-dorsal horn (DH)-DRt and limbic cortex-DRt-DH are examples where the neuro-
anatomical knowledge has preceded and even anticipated the functional role of the DRt. On the other hand,
circuits as the (i) endogenous pain control system centred in the periaqueductal gray matter and rostral
ventromedial medulla or (ii) the efferent projections from the DRt to all of the brainstem motoneurons com-
mitted with the orofacial motility are well characterized but little is known on their function. The new research
avenues opened by the anatomical studies are briefly discussed in the final part of this review.

Key words: Pain. Nociception. Dorsal reticular nucleus of the brainstem. Neuronal circuitry. Retrograde and
anterograde tracers.
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Introducao

O estudo anatémico constitui uma importante
ferramenta para a compreensao de qualquer sis-
tema organico complexo. No caso do sistema ner-
VOSO €, em particular, do sistema nervoso central
(SNC), existe uma estreita ligacao entre a anatomia
e a funcéo dos subsistemas que o compdem. Esta
relacdo anatomia-funcao pode ser analisada a va-
rios niveis. Numa populacdo de neurdnios existem
varios parametros que importa caracterizar para
que se possa ter uma imagem integrada do grupo
e, concomitantemente, dos aspectos funcionais do
circuito onde se integram. Estes incluem a densi-
dade neuronal, a distribuicdo espacial e a carac-
terizacao dos neurdnios em termos da sua polari-
dade, orientacdo, quantidade e extensdo da
arborizacdo dendritica e numero/distribuicao de
espinhas na arvore dendritica. A um outro nivel,
importa conhecer como é que diferentes nucleos
e/ou areas comunicam entre si, isto é, para onde
€ que determinada area envia informacéo (efe-
réncias) e que outras zonas fazem chegar infor-
macédo a primeira (aferéncias). O ndcleo dorsal
reticular (DRt) do bolbo raquidiano é aqui apre-
sentado como um caso paradigmatico onde se
provou haver uma intima ligagc&o entre a anatomia
das conexdes eferentes/aferentes e a fisiologia e
comportamento subjacentes a sua actividade.

Desde o final da década de 80 que tem sido
acumulada informagéo indicativa de que o DRt
esta envolvido na modulagdo da dor (ver para
revisdo Villanueva L, et al., 1996; Lima D, Almeida
A, 2002). A primeira indicacéo de que o DRt po-
deria estar implicado na transmiss&o de impulsos
nociceptivos para o encéfalo foram os dados
anatémicos obtidos por Lima D e Coimbra A em
1985, que mostravam em microscopia optica cé-
lulas do corno dorsal da medula espinhal a pro-
jectarem para o DRt e a receberem provaveis
contactos sinapticos de fibras com terminais de
passagem provenientes do DRt. Os dados da
conexao medula espinhal-DRt foram publicados
apenas em 1990 (Lima D, 1990; Lima D, Coimbra
A, 1990). No entanto, em 1988, o grupo de Le
Bars D e Villanueva L demonstrou que o DRt esta
fortemente implicado no processamento da infor-
mac&o nociceptiva, ja que 0s seus neurénios sao
activados principalmente por estimulos néxicos
(Villanueva L, et al., 1988) e parecem codificar a
intensidade do estimulo dentro do intervalo «do-
loroso» (Villanueva L, et al., 1989). Os trabalhos
de Bouhassira D, et al. (1992) e Almeida A, et al.
(1996; 1999) demonstraram que o DRt ndo esta
implicado apenas na transmissdo nociceptiva,
exercendo também acc¢es modeladoras descen-
dentes inibidoras (Bouhassira D) ou facilitadoras
(Almeida A) da transmiss&o nociceptiva e per-
cepcao dolorosa. A anatomia eferente e aferente
do DRt encontra-se presentemente bem estabe-
lecida e sera seguidamente abordada. Esta infor-
macado anatomica permitiu fazer algumas extra-
polacSes sobre a sua fisiologia que se revelaram

acertadas. Dois circuitos serdo apresentados
para ilustrar este ponto, nomeadamente:

1. O circuito fechado DRt-corno dorsal da me-

dula espinhal (CD)-Drt.

2. O circuito cortex limbico (Climb)-DRt-CD.

Finalmente, algumas considerac¢fes tedricas
seréo feitas sobre circuitos que, embora estabe-
lecidos em estudos anatémicos, ndo foram ainda
caracterizados do ponto de vista funcional.

Conexdes supra-espinais do DRt

Toda a informacé&o disponivel sobre as relacées
anatémicas do DRt (Fig. 1) foi obtida usando tra-
cadores retrogrados e anterégrados injectados no
SNC do rato, quer de forma directa, ou seja, injec-
tando o DRt propriamente dito, quer de forma in-
directa, injectando os tracadores em outras areas
e verificando a presenca de marcacao retrégrada
ou anterégrada no DRt. Os tracadores retrégrados
sao substancias captadas pelos terminais axonais
que projectam para a area injectada, migrando
posteriormente para os pericéarios e dendrites. Os
tracadores anterdgrados, por seu turno, s&o cap-
tados ao nivel do pericario/dendrites e migram
depois para os terminais axonais. A localizacéo e
identificacao destas substancias no cérebro é fei-
ta por meio de reac¢des imunocitoquimicas con-
vencionais. Como exemplo de tracadores retrogra-
dos de grande capacidade, encontram-se a
subunidade B da toxina da cdlera (CTb) e o fluo-
rogold (FG). Como exemplos de tragadores ante-
rogrados, existem o Phaseolus vulgaris leucoa-
gglutinin (PHA), o dextrano-biotinilado (BDA) e a
aglutinina do gérmen do trigo conjugada com a
peroxidase do rabano (WGA-HRP), embora neste
dltimo caso se tenha verificado a ocorréncia de
transporte transinaptico (Kébbert C, et al., 2000).

A maior parte da informacao revista no pre-
sente texto foi obtida de forma directa e baseia-
se primariamente no trabalho retrogrado de Al-
meida A, et al. (2002) e anterégrado de
Leite-Almeida H, et al. (2006). Adicionalmente,
sempre que necessario, serdo referidos traba-
Ihos de outros autores que, embora estudando
outras areas do SNC, acabaram por contribuir
de forma indirecta para o conhecimento das re-
lacdes anatémicas do DRt com o encéfalo.

Telencéfalo

A nivel telencefalico, em particular no neocortex,
a comunicacdo com o DRt faz-se apenas no sen-
tido descendente, como fica patente na compara-
cao entre estudos retrogrados (Almeida A, et al.,
2002) e anterogrados (Bernard JF, et al., 1990; Lei-
te-Almeida H, et al., 2006). Em particular nos corti-
ces motores (primarios e secundarios), somatos-
sensoriais (primarios e secundarios) e insulares
(granulares, desgranulares e agranulares) um
grande numero de células incorporou CTb apods
injeccoes deste tracador centradas no DRt. Pelo
contréario, nenhum dos estudos anterégrados mos-
trou comunicacéo eferente do DRt para o cortex.
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Figura 1. Representacdo esquemadtica das projecgbes encefdlicas aferentes e eferentes do DRt. A cinzento claro, na
figura, encontram-se representadas as projecgoes aferentes para o DRt, conforme descritas por Almeida A, et al. (2002)
e, a cinzento escuro, as projecgoes eferentes do DRt segundo Leite-Almeida H, et al. (2006).

7: nucleo do nervo facial; 12: ndcleo do nervo hipoglosso; Amy: amigdala; Climb: cdrtex limbico; CMot: cdrtex motor;
CSen: cortex somatossensitivo; DpMe: nucleo mesencefalico profundo; DRt: nucleo reticular dorsal do bolbo raquidiano —
lado ipsilateral (grande) e contralateral (pequeno); Hy: hipotdlamo; LC: locus coeruleus; Mo5: nucleo motor do trigémeo;
NTS: ndcleo do tracto do solitdrio; PAG: substancia periaqueductal cinzenta; PB: nucleo parabraqueal; Pn: nucleos
ponticos; RVM: bolbo rostral ventromedial; Sp5C: nucleo do nervo do trigémeo, parte caudal; Th: talamo.

A amigdala (Amy) é indubitavelmente uma
grande fonte de aferéncias para o DRt como fi-
cou patente no estudo retrégrado (Almeida A, et
al., 2002). Ja nos estudos anterogrados, a pre-
senca de eferéncias com origem no DRt, ou ndo
foi detectada (Bernard JF, et al., 1990) ou pare-
cia restrita a algumas areas do nucleo (Leite-
Almeida H, et al., 2006).

Diencéfalo
Talamo

Como anteriormente descrito para o neocortex,
também para o talamo a comunicacao com o DRt
€ unidireccional, embora neste ultimo se faga no
sentido ascendente. De facto, ndo ha registo de
injeccGes com tracadores retrogrados no DRt (ou
anterdgrados no talamo) que resultem na marca-
¢ao de neurdnios no talamo (ou fibras no DRt). Ja
no caso de injeccbes com os tracadores antero-
grados BDA (Leite-Almeida H, et al., 2006) e PHA
(Bernard JF, et al., 1990; Villanueva L, et al., 1998)
no DRt, estas resultavam na marcacgéo de terminais
axonais num grande numero de nucleos talamicos

dos quais, quer pela quantidade de fibras quer
pela consisténcia na marcacéo, se destacam o0s
nucleos posterior (Po), parafascicular (PF), ventro-
medial (VM) e paracentral. Num extenso trabalho
retrégrado do grupo liderado por Loewy AD (Krout
KE, et al., 2002), injec¢des sistematicas de CTb em
varias areas talamicas mostraram em grande me-
dida concordancia com os estudos anterégrados.

Hipotalamo

Injec¢des de CTb centradas no DRt demons-
traram a presenca de um grande nimero de neu-
ronios hipotalamicos que projectam para o DRt,
em particular nos nucleos paraventricular (PVN)
e lateral (LH) (Almeida A, et al., 2002). Ja no caso
de injeccbes com tracadores anterdgrados no
DRt, existe discordancia entre os dois trabalhos
publicados em relagéo as eferéncias para o hipo-
talamo. No caso das injeccbes com PHA, os au-
tores ndo detectam a presenca de fibras no hipo-
talamo (Bernard JF, et al.,, 1990) embora num
trabalho posterior seja clara a presenca de fibras
no LH nos diagramas apresentados pelos autores
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(Villanueva L, et al., 1998). No trabalho com BDA
¢é referida a presenca de fibras marcadas nos
nucleos PVN, LH, Posterior (PH), Arcuado (Arc),
entre outros (Leite-Almeida H, et al., 2006).

Mesencéfalo

Ao nivel mesencefélico, o trabalho retrégrado
de referéncia mostra aferéncias para o DRt a
partir de varias areas, das quais se destacam o
ndcleo rubro (R), o nucleo mesencefalico profun-
fo (DpMe) e a substancia cinzenta periaqueduc-
tal (PAG) (Almeida A, et al.,, 2002). Adicional-
mente, foi também demonstrado que estas areas
recebem projeccdes eferentes do DRt juntamen-
te com outros nucleos mesencefalicos como o
nucleo de Forel (F) e a substancia negra (SN)
(Leite-Almeida H, et al., 2006).

Ponte

As areas noradrenérgicas da ponte, A5 e /o-
cus coeruleus (LC), estdo bidireccionalmente
ligadas com o DRt. Da mesma forma, os nucle-
os parabraquiais (PB) mostram também estar
reciprocamente ligados com o DRt, embora no
caso do estudo retrogrado a marcacédo de neu-
ronios estivesse presente essencialmente em
areas mediais (Almeida A, et al., 2002), enquan-
to que no estudo anterdgrado os terminais mar-
cados estavam presentes quer nas areas laterais
quer mediais (Leite-Almeida H, et al., 2006). Fi-
nalmente, o nucleo motor do trigémeo (Mo5) re-
cebe uma grande projeccéo do DRt que néo se
repete em sentido oposto (ver «Bolbo raquidia-
no» para restantes nucleos motores de controlo
orofacial). A presenca de marcacgao, retrograda
e anterograda, foi detectada em menores quan-
tidade em diversos nucleos pontinos, nomeada-
mente nos basilares (Pn).

Cerebelo

No cerebelo, apenas os nucleos profundos
apresentam marcagao apos injeccao de traca-
dores retrogrados ou anterégrados no DRt. Nao
existem conexdes com o cortex cerebeloso (Al-
meida A, et al., 2002; Leite-Almeida H, et al.,
2006).

Bolbo raquidiano

Por todo o encéfalo, mas muito em particular
no bolbo raquidiano, acorre uma grande sobre-
posicéo entre as projeccgOes retrogradas e ante-
rogradas do DRt. Assim, em estudos anterégra-
dos e retrogrados foi possivel identificar neurénios
e fibras por toda a formagéo reticular, no nucleo do
tracto do solitario (NTS), nucleo do nervo do trigé-
meo (Sp5C), oliva inferior (Ol) e nlcleos do bolbo
rostral ventromedial (RVM) (Almeida A, et al., 2002;
Leite-Almeida H, et al., 2006). Excepcionalmente,
0s nucleos do nervo hipoglosso (12) e facial (7),
tal como ja atras referido para o Mo5, recebem
uma quantidade elevada de eferéncias do DRt

mas 0S Seus neurénios n&o projectam de volta
para o DRt (Leite-Almeida H, et al., 2006). Este
dado é coerente com a natureza essencialmente
motora dos nucleos Mo5, 7 e 12, que projectam
maioritariamente ou exclusivamente para os mus-
culos mandibulares, faciais e linguais (Fat RA,
Norgren R, 1997a, 1997b, 1997c).

Consideracoes funcionais

Nesta seccé8o os circuitos, DRt-CD-DR e
Climb-DRt-CD sao descritos para ilustrar duas
situacdes onde o estudo anatdmico precedeu o
estudo fisiolégico (e/ou patolégico) e, de certa
maneira, permitiu antever a fungao.

DRt-CD-DRt

A primeira demonstracéo de ligacdes recipro-
cas entre o DRt e o CD foi feita num estudo ultra-
estrutural de microscopia electronica onde, apds
injeccao dos tracadores CTh ou HRP no DRt, se
observou na medula espinhal a presenca de
terminais axonais marcados* de neurénios do
DRt em contacto sinaptico com neurénios espi-
nhais das laminas superficiais do CD (Almeida
A, et al., 1993). Nesse mesmo estudo, verificou-
se que as sinapses entre estruturas marcadas
eram do tipo assimétrico, aspecto morfolégico
associado a sinapses excitatérias em varios lo-
cais do SNC (Gray EG, 1969 e 1971). Assim,
parecia evidente deste estudo que nao sé o DRt
e o CD comunicavam em circuito «fechado»,
mas também que o sinal poderia eventualmente
ser amplificado. Dez anos mais tarde, € publica-
do o primeiro registo in loco do circuito em fun-
cionamento, por meio de técnicas electrofisiold-
gicas (Dugast C, et al., 2003). Isolando neurénios
no CD que respondiam a estimulos eléctricos
noxicos aplicados no nervo ciatico, verificou-se
que, apos a injeccado de um aminoacido excita-
tério (glutamato) no DRt, os neurdnios do CD
ficavam mais excitaveis. Estava por fim compro-
vada a capacidade facilitadora do DRt sobre
neurénios do CD que respondiam a estimulos
noxicos. Entre 1993 e 2003, diferentes trabalhos
de comportamento em ratos haviam ja fornecido
pistas sdlidas nesse sentido. Assim, a leséo ou
estimulacado do DRt inibia ou facilitava, respec-
tivamente, a resposta a dor em modelos de dor
aguda (modelos de flexdo da cauda e placa
guente) (Almeida A, et al., 1996) e inflamatdria
(teste do formol) (Almeida A, et al., 1999).

Climb-DRt-CD

Os estudos anatémicos, retrégrados e antero-
grados, aqui citados indiciam um envolvimento do
DRt na componente afectiva-volitiva da dor (por
oposigdo a componente sensorial-discriminativa)
(Almeida A, et al., 2002). Por um lado, varias areas

*Note-se que os tragadores CTb e HRP (Quadro 1) sdo poderosos
tragadores retrégrados, amplamente usados neste tipo de estudos,
embora possuam também propriedades anterégradas.
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anatomia das conexoes eferentes e aferentes do DRt

Quadro 1. Resumo dos principais estudos que de forma directa ou indirecta contribuiram para o delineamento da

Eferéncias do DRt

Estudos anterégrados Tracador
(Bernard JF, et al., 1990) PHA
(Almeida A, et al., 1993) PHA
(Villanueva L, et al., 1998) PHA
(Leite-Almeida H, et al., 2006) BDA
Estudos retrégrados
(Tavares |, Lima D, 1994) CTb
(Villanueva L, et al., 1998) WGA-apo-HRP-Au
(Almeida A, et al., 2000) CTb
(Krout KE, et al., 2002) CTb
(Monconduit L, et al., 2002)* FG

TMR
Aferéncias ao DRt
Estudos retrogrados Tracador
(Almeida A, et al., 1993) CTb/HRP
(Almeida A, Lima D, 1997) CTb
(Almeida A, et al., 2002) CTb
Estudos anterégrados
(Almeida A, et al., 1995) BDA
(Raboisson P, et al., 1996) PHA

Local de injeccao
DRt

medula espinhal

VM (talamo)

medula espinhal
talamo (diversas areas)

medula espinhal
VM (talamo)

Local de injeccao
DRt

Areas estudadas
encéfalo

medula espinhal
diencéfalo
encéfalo

DRt

Areas estudadas
medula espinhal

medula espinhal DRt
medula espinhal

medula espinhal
encéfalo

*Injeccdo simultdnea com dois tracadores em areas distintas; neurénios duplamente marcados no DRt indica a simultaneidade da projecgéo

(colaterais).

BDA: dextrano amina biotinilada; CTb: subunidade b da toxina da cdlera; DRt: nucleo reticular dorsal (dorsal reticular nucleus); FG: flourogold,
HRP: peroxidase do rabano (horseradish peroxidase); PHA: Phaseolus vulgaris leucoagglutinin; TMR: dextrano marcado com
tetrametilrodamina (tetramethylrhodamine-labelled dextran); VM: nucleo ventromedial do talamo; WGA-apo-HRP-Au: aglutinina do gérmen do

trigo-apo-HRP (wheat germ agglutinin-apo-HRP-gold).

que fazem parte do sistema limbicot, incluindo
areas corticais como o cortex do cingulo (aqui
designaremos de uma forma genérica por Climb
as areas do cortex que s&o actualmente conside-
radas de limbicas), a Amy e o hipotdlamo enviam
projeccOes para o DRt. Por outro, o DRt projecta
essencialmente para areas mais mediais do téla-
mo, que se consideram estar envolvidas na com-
ponente motivacional-afectiva da dor. De forma
analoga ao ja citado trabalho de Dugast C, et al.
(2003), verificou-se que a actividade de neurdnios
do CD susceptiveis de serem activados por esti-
mulacao do nervo ciatico, estd aumentada quando
o Climb ¢ electricamente estimulado (Zhang L, et
al.,, 2005). Os mesmo autores verificaram que ©
efeito facilitador da actividade do Climb era me-
diado via Drt, visto que lesbes nesta area aboliam
o efeito da estimulagéo do Climb. Uma vez mais,
a anatomia das conexdes do DRt esteve na base
do estudo funcional que confirmou a hipotese ja
levantada pela neuroanatomia.

Outro possiveis circuitos funcionais

Apesar do manancial de informagéo ja recolhido
sobre o DRt, quer na vertente anatémica quer fun-

fA designacédo de sistema limbico engloba um numero de éareas
encefélicas ligadas ao processamento emocional. Nao existe actual-
mente um consenso generalizado quanto a validade anatémica e/ou
funcional do conceito (Heimer L, Van Hoesen GW. The limbic lobe
and its output channels: implications for emotional functions and
adaptive behavior. Neurosci Biobehav Rev 2006;30:126-47.)

cional, existem ainda muitas perguntas sem respos-
ta. Posto de outra forma, n&o existem ainda mode-
los suficientemente robustos e abrangentes que
incorporem de forma coerente a vasta rede de co-
nexdes entre o DRt e o SNC por um lado e, por
outro, a fisiologia subjacente a esta area. Como fi-
cou patente nos circuitos DRt-CD-DRt e Climb-DRt-
CD descritos anteriormente, ndo s6 foi possivel
comprovar a existéncia das vias descritas com re-
curso a tracadores neuronais, como foi ainda pos-
sivel antever em grande medida o caréacter funcio-
nal das mesmas. No entanto, em relacao a muitas
outras areas do SCN que se verificaram receber/en-
viar projeccbes do/para o DRt, néo existe ainda
evidéncia experimental que ateste a extensdo do
seu envolvimento e o caracter do mesmo nos cir-
cuitos funcionais onde o DRt esta integrado. Por
exemplo, o DRt projecta, consistentemente, uma
grande quantidade de fibras para os nucleos Mo5,
7 e 12 indiciando uma forte componente funcional
que continua por demonstrar (Leite-Aimeida H, et
al., 2006). O ja bem estudado papel do DRt no
circuito enddgeno de controlo da dor leva a uma
primeira hipétese de envolvimento do DRt em reac-
cbes de expressao facial e vocalizacdo que podem
ser despoletadas por estimulos dolorosos. Outra
hipdtese passaria por admitir a presenca no DRt de
uma populacdo de neurdnios, que seria do ponto
de vista funcional, mista. Qualquer uma destas hi-
poteses carece de evidéncia experimental.

Um segundo exemplo de ligacdo anatomofun-
cional refere-se as conexdes eferentes e aferen-
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tes do DRt com o RVM e a PAG. Neste caso,
dado o papel central destas areas no circuito
enddégeno de controlo da dor, sera mais facil,
pelo menos do ponto de vista tedrico, pressupor
um plano funcional. Como hipétese de trabalho,
sera facilmente aceitavel encarar este circuito
como uma ligacéo entre areas distintas envolvi-
das no controlo da dor, de cujo balango de ac-
tividade podera resultar maior ou menor anti/pro-
nocicepcao. Faltam trabalhos electrofisiolégicos
que confirmem esta hipodtese.

Conclusoes

Olhando para a distribuicdo de marcagéo retro-
grada e anterégrada com origem no DRt (Fig. 1),
verifica-se que um grande numero de areas, mui-
tas delas aparentemente n&o ligadas ao sistema
enddégeno de controlo da dor, continuam ainda
sem um modelo funcional que ateste a sua liga-
cao (e o caracter desta). E importante ndo des-
cartar a hipdtese de alguma da informacgéo obtida
por meio de tragadores neuronais n&o represen-
tar mais do que um artefacto experimental. Os
dois circuitos aqui apresentados, (DRt — 7, Mo5,
12; DRt <> RVM, PAG), para além da quantidade
de marcacgéo retrograda e anterégrada que de
um certo modo € indicador de que néo se trata
de algo fortuito, foram também caracterizados
por diferentes grupos de investigacéo, de forma
reprodutivel independentemente da técnica retro-
grada ou anterograda e do tragador (Quadro 1),
deixando poucas duvidas sobre o potencial fun-
cional do circuito. No entanto, este s podera ser
determinado quando se conhecerem as conse-
quéncias da manipulac&o dessas areas. Isto foi
conseguido de forma muito satisfatoria no caso
do circuito DRt-CD-DRt, onde por recurso a téc-
nicas electrofisiologicas (Dugast C, et al., 2003)
e observando o comportamento (Almeida A, et
al., 1996 e 1999), se provou o caréacter funcional
do circuito. De forma um pouco mais incompleta,
o circuito Climb-DRt-CD foi caracterizado electro-
fisiologicamente provando-se a funcionalidade do
circuito, embora falte ainda testar in vivo os efei-
tos da sua manipulacéo.

Os autores defendem que o tipo de andlise
aqui apresentada para os circuitos DRt — 7,
Mo5, 12 e DRt < RVM, PAG, embora limitada
pelo seu caracter especulativo, poderé ser util
no levantamento de hipdteses e consequente
formulacdo de planos experimentais ao nivel da
fisiologia e comportamento. Os circuitos DRt-
CD-DRt e Climb-DRt-CD foram um exemplo bem
sucedido deste tipo de abordagem experimental
para o estudo da dor.
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Expressao do ARNm

para as Subunidades do Receptor
GABA; no Talamo de Ratos Normais
e Monoartriticos

Joana Ferreira-Gomes, Fani L. Neto e José M. Castro-Lopes

Resumo
Os receptores GABA tém sido relacionados com fenémenos de plasticidade neuronal que ocorrem na me-
dula espinhal durante o desenvolvimento de uma dor inflamatdria cronica. No entanto, o seu papel a nivel
talamico encontra-se ainda pouco elucidado. No presente estudo, avalidmos se a expressao do ARNm das
subunidades 1a, 1b e 2 do receptor GABA; (GABA,,,, GABA; ,, e GABABZ) se encontra regulada no talamo,
como parte da resposta do sistema noclceptlvo aum aumento cronlco da informacao noéxica decorrente da
inducao experimental de uma monoartrite (MA).

Foi efectuada uma hibridacao in situ com sondas de oligonucleétidos marcadas radioactivamente com [*5S],
em seccoes do encéfalo de ratos controlo e de ratos com 2, 4,7 e 14 dias de MA (n = 6/grupo). A distribuicao
do ARNm para o GABA, ., GABA;,,, e GABA,, foi determinada bilateralmente no complexo ventrobasal (VB)
e nos nucleos posterior (Igo), centromed|ano/cenlrolateral (CM/CL) e reticular (Rt) do talamo.

Foram observadas alteracdes significativas na expressao do ARNm das subunidades GABA;,,, ¢ GABA,
apenas no VB e no Po, nos diferentes tempos de MA estudados. Assim, no VB verificou-se um decréscimo
contralateral da expressao do ARNm para o GABA;, aos 2 e 4 dias de MA e da expressao de GABA,,, aos
4,7 e 14 dias de doenca. No Po, observou-se um aumento bilateral da expressao do ARNm para o GABABW
e um decréscimo ipsilateral & articulacéo afectada para o GABA,, aos 2 dias de |nflamagao

Os resultados sugerem que a expressao de GABAB 1) © GABA;, no VB e no Po é regulada pela chegada de
informacao ndxica, e que estes receptores podem contrlbuw para as alteracoes funcionais que ocorrem no
talamo em situagoes de dor inflamatdria cronica.

Palavras-chave: GABA

GABA GABA,,. Hibridacéo in situ. Dor crénica inflamatéria. Nocicepgéao.

B(1a)" B(1b)*

Abstract
Many studies have implicated GABA, receptors in the neuronal plasticity events occurring in the spinal cord
during the development of chronic inflammatory pain. However, at the thalamic level, their role is still poorly
understood. In this study, we evaluated whether the mRNA expression of GABA; receptor subunits 1a, 1b
and 2 (GABA,,, GABA,,, € GABA,,) is regulated in the thalamus, as part of the response to chronically
enhanced noxious input arising from experimental monoarthritis (MA).

In situ hybridization with [*3S]-labelled oligonucleotide probes was performed in brain sections of control, 2,
4,7 and 14 days MA rats’ (n = 6/group). The mRNA distribution of GABAB(1a, GABAB(1b), and GABA,, was
determined bilaterally in the ventrobasal complex (VB), posterior (Po), centromedial/centrolateral (CM/CL) and
reticular (Rt) thalamic nuclei. The amount of mRNA was expressed as times fold of background values.
GABA,,,, and GABA 2) mRNA expression were significantly altered in VB and Po, in the time points of MA
studleJ I)n the Po there was a bilateral increase in GABA; ,,, mMRNA expression and an ipsilateral decrease
for GABA;, at 2 days of inflammation. In the VB there was a contralateral decrease of mRNA expression for
GABA_, at 2 and 4 days of MA and of GABA,,, at 4, 7 and 14 days of the disease.

These data suggest that the expression of GAbI&B 1b) and GABA_, in the VB and Po is regulated by the incom-
ing noxious input, and that GABA_ receptors mlght play a role in the plasticity that occur in the thalamus
during chronic inflammatory pain.

Key words: GABA

GABA GABA,,. In situ hybridization. Chronic inflammatory pain. Nociception.

B(1a)" B(1b)"

Instituto de Histologia e Embriologia
Faculdade de Medicina e IBMC
Porto, Portugal
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Introducéao

A percepcéo da dor somatica envolve a esti-
mulacdo e activacdo de neurdnios periféricos,
designados nociceptores, que subsequentemen-
te activam neurdnios da medula espinhal que
modulam e transmitem a informacé&o nociceptiva
a centros superiores do sistema nervoso central
(SNC). As regides supra-espinhais actuam como
recipientes da transmissdo nociceptiva ascen-
dente e como origem de vias modulatérias des-
cendentes’*. Dentre estas regides, o talamo de-
sempenha um papel importante no controlo e
modulacéo da informacéo sensitiva que é trans-
mitida para o cortex cerebral®, participando des-
te modo no processamento neuronal da dor467.
Estudos anatomicos e electrofisiolégicos suge-
rem que, de entre 0s nlcleos taldmicos, o0s nucleos
ventro-postero-medial (VPM) e ventro-péstero-late-
ral (VPL), os quais sdo normalmente denomina-
dos em conjunto como complexo ventrobasal
(VB), assim como o nucleo posterior (Po) do
tdlamo, séo locais importantes de transmisséo
de impulsos nociceptivos que chegam da me-
dula espinhal. Eles constituem o chamado «téla-
mo lateral» e contém neurdnios que projectam
maioritariamente para o coértex cerebral soma-
tossensitivo, sendo por isso associados a com-
ponente sensitivo-discriminativa da dor?4'°. Tam-
bém importantes na nocicepcao parecem ser 0s
nucleos centromediano e centrolateral (CM/CL),
que fazem parte do talamo medial e que estéo
provavelmente relacionados com o componen-
te afectivo-motivacional da dor?4%6. O ndcleo
reticular do talamo (Rt) é considerado um ter-
ceiro tipo de ndcleo talamico, e tem uma loca-
lizacao peculiar rodeando dorsolateralmente os
restantes nucleos do tdlamo. Este nucleo esta-
belece uma fronteira entre os restantes nucleos
talamicos e o cortex, tendo uma funcdo modu-
ladora sobre a actividade do circuito talamo-
cortico-talamico!'13,

O talamo é constituido por trés classes princi-
pais de neurénios: neurénios de transmissao, in-
terneurdnios locais y-amino-butirico-acidérgicos
(GABAérgicos) e neurénios GABAérgicos locali-
zados no Rt''4 Para além do &cido y-amino-
butirico (GABA), outros neurotransmissores sao
utilizados pelos neurdnios talamicos, tais como
acetilcolina, noradrenalina, serotonina e L-gluta-
mato (L-Glu). Estes neurotransmissores modu-
lam a acc¢éo dos nucleos talamicos, alguns deles
contribuindo para as alteracdes relacionadas com
sua actividade durante a nocicep¢éao e mostran-
do niveis de expressao alterados em resposta a
uma informag&o noxica crénica'®.

O GABA ¢é o neurotransmissor inibitério mais
abundante no SNC dos mamiferos, desempe-
nhando fungdes importantes na regulagdo da
actividade e plasticidade neuronais e na pato-
genése. A sua actividade é exercida através de
trés subtipos de receptores, dois ionotropicos
(GABA, e GABA,)'®"" e um metabotrépico acopla-

do a proteinas G (GABAy). Os receptores GABAg
funcionais existem como heterodimeros de duas
subunidades, GABA;, e GABA,,'2". A subuni-
dade GABAg, € responsavel pela ligagao do li-
gando ao receptor GABA; dimérico funcional?24,
enguanto que a subunidade GABA, parece ser
responsavel pelo transporte da subunidade GA-
BA;, para a superficie celular e pela ligacdo a
proteina G e subsequente activagao?®>2°. Foram
identificadas algumas variantes da subunidade
GABAg,, mas nem todas s&o capazes de formar
receptores funcionais®%°. GABA, 1o € GABAG
s&o duas variantes de splicing altamente con-
servadas, que diferem apenas no comprimento
das suas regides N-terminais®’, e as combina-
cOes GABAg,/GABAg, e GABA,,,/GABA, sdo
as mais expressas e mais bem estudadas.

Diversos estudos electrofisioldgicos e farma-
colégicos tém implicado os receptores GABAg
em mecanismos de processamento da dor na
medula espinhal®®37. Contudo, o papel dos re-
ceptores GABA; no processamento da dor cro-
nica em nucleos de transmissédo talamicos é
pouco conhecido. Por outro lado, é sabido que
a dor cronica inflamatéria se acompanha de al-
teracOes prolongadas na funcéo e actividade do
SNC339 Assim, em ratos monoartriticos (MA),
um modelo animal de dor crénica inflamatoria
induzido pela injeccéo intra-articular de adjuvan-
te completo de Freund (CFA) na articulacéo ti-
bio-tarsica do rato, que se caracteriza por uma
inflamacé&o estavel e prolongada (semanas a me-
ses), com aparecimento de hiperalgesia e alodi-
nia na articulacéo afectada*>4', foi encontrado
um aumento da actividade neuronal em diversas
areas do SNC relacionadas com mecanismos de
processamento de dor, incluindo varios nucleos
talamicos*. Essas alteragdes apresentaram um
padréo temporal nédo-linear, possivelmente re-
flectindo a existéncia de mecanismos modulato-
rios que facilitam e/ou inibem a transmisséo da
informagéo nociceptiva resultante da MA%2. Sub-
sequentemente foram observadas alteragdes na
expressdo de ARNm de varios subtipos de re-
ceptores metabotropicos do glutamato (mGIuRs)
em alguns nucleos talamicos de animais MA a
tempos diferentes de inflamag&o*. Além disso,
injeccOes intra-talamicas de baclofeno no VB
mostraram uma diminuic&o significativa da pon-
tuacdo do teste de nocicepgdo da flexdo do
tornozelo*' em ratos monoartriticos*4.

Dado o envolvimento do GABA na modulagcéo
da actividade dos neurodnios talamicos, neste
estudo pretendeu-se averiguar, em animais mo-
noartriticos, possiveis alteragcdes da expresséo
do ARNm para as diferentes subunidades do
receptor GABA,, em quatro regites talamicas
implicadas no processamento da informacéo no-
xica (VB, Po, CM/CL e Rt)*46. Foram estudados
tempos diferentes de evolugdo da MA (2, 4, 7 e
14 dias), de maneira a investigar se as altera-
¢bes seguem um padrédo temporal especifico.
Foi igualmente efectuada uma quantificacdo da
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expresséo de ARNm para o GABAg, no nucleo
geniculado lateral (NGL), um nucleo talamico
implicado na transmissédo de estimulos visuais®,
de modo a verificar se alteracées da expresséo
desta subunidade do receptor ocorreriam espe-
cificamente como resposta ao aumento de esti-
mulo néxico®®. Adicionalmente, foi quantificada
a expressédo de ARNm para o GABAB“a) na area
do giro denteado (GD) do hipocampo, como
controlo positivo da marcacao da hibridacao
in situ*e.

Materiais e métodos
Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos (IBMC,
Porto, Portugal). A monoartrite foi induzida por
injeccdo intra-articular de CFA na articulacao ti-
bio-tarsica esquerda de acordo com o método
descrito por Butler, et al.*°. Sob a acgéo de uma
breve anestesia com halotano, foram injectados
intracapsularmente 50 pl de CFA e os animais
foram sacrificados 2, 4, 7 e 14 dias apds a in-
jeccao (n = 6 por grupo experimental). Um gru-
po de animais controlo (n = 6) foi injectado de
modo semelhante com soro fisiolégico e sacrifi-
cado apos 2 dias. A evolugéo da reaccgéo infla-
matéria foi monitorizada usando uma escala
subjectiva, onde 0 equivale a ndo haverem si-
nais inflamatérios e 4 equivale a uma inflamacéo
severa com repercussdes sobre a actividade mo-
tora do animal*’. As experiéncias foram realizadas
de acordo com as regras éticas para o estudo da
dor experimental em animais conscientes*®, bem
como com a directiva 86/609/EEC da Uniao Euro-
peia.

Hibridagé&o in situ

Para a preparagado do tecido, os ratos foram
decapitados e o0s seus encéfalos foram rapida-
mente dissecados, congelados em gelo seco e
armazenados a -80 °C. Foram seccionadas fa-
tias coronais do encéfalo (14 pm de espessura)
num criéstato, montadas em laminas e rapida-
mente fixadas em 4% paraformaldeido a 4 °C,
lavadas em 1x tampao fosfato salino (PBS), desi-
dratadas e armazenadas em etanol 98% a 4 °C
até se efectuar a hibridacéo in situ. A hibrida-
cao in situ radioactiva foi realizada de acordo
com o método previamente descrito*5:46:49.50,
Assim, foram utilizadas sondas sintéticas espe-
cificas de oligonucleodtidos, 45-mers comple-
mentares as sequéncias da regido 273 pb
abaixo do cod&o de iniciacao da sequéncia de
rato do receptor GABAy,, (GeneBank Acession
number Y10369), 30-mers complementares as
sequéncias da regido 87 pb abaixo do codéo de
iniciagéo para o GABAg,, 51 e 45-mers comple-
mentares as sequéncias cia regido 677 pb abai-
x0 do cédéo de iniciagéo para o GABA,, (Gene-
Bank Acession number AJO11318). As sondas
foram marcadas radioactivamente no terminal 3’

com [0-3%S]-dATP (1.250 Ci/mmol; PerkinElmer,
Boston, USA) por accéo da terminal transferase
(Roche Diagnostics GmbH, Germany) e numa
razdo molar de 30:1 de dATP:oligonucleotido.
Para determinar a especificidade de marcacéao,
algumas fatias controlo foram incubadas com ex-
cesso de 100 vezes de sonda ndo-marcada com
a correspondente sonda marcada com [*°S]. Nes-
sas laminas nao foi detectado nenhum sinal para
além dos valores de fundo.

Andlise dos dados

Os valores de expressdo de ARNm foram de-
terminados em quatro regides taldmicas, nome-
adamente no VB, Po, CM/CL e Rt, em concor-
dancia com o seu conhecido envolvimento na
nocicepgdo*’. Adicionalmente, foi quantifica-
da a expressdo de ARNm para o GABA;, e
GABAg;,, No NGL e na area GD do hipocampo,
respectivamente. A delimitacdo dos nucleos foi
feita de acordo com o atlas do encéfalo de rato
de Paxinos e Watson®. Em concordancia com
estudos prévios®, a raz&o entre a area ocupada
pelos grdos de prata e a éarea total ocupada
pelas células foi calculada em cada regido nos
lados ipsilateral e contralateral a pata injectada.
Todas as imagens do mesmo nucleo a diferentes
niveis rostro-caudais foram analisadas e foi cal-
culada a média dos resultados para cada ani-
mal. Os valores de fundo foram determinados
ao acaso nas imagens analisadas, em areas
onde ndo eram observados corpos celulares e
onde, muito provavelmente, n&o ocorreu marca-
clo especifica. Estes valores foram tratados de
modo semelhante aos valores dos gréos de prata
obtidos sobre as areas celulares. Subsequente-
mente, os valores individuais médios obtidos
foram divididos pelos valores de fundo e apre-
sentados como «numero de vezes acima dos
valores de fundo». Os valores médios de expres-
s&o de ARNm para cada subunidade do recep-
tor GABA,, para cada regi&o talamica estudada,
foram obtidos fazendo-se a média dos valores
individuais de cada animal nos diferentes gru-
pos experimentais. Os numeros finais obtidos,
que representam os valores de expressdo do
ARNmM especifica para cada subtipo e para cada
regido analisada em cada um dos grupos de
animais, equivalem a uma densidade de gréos
de prata e sdo apresentados como a média =
erro-padréo da média do numero de vezes aci-
ma dos valores do fundo a que um certo ARNm
se encontra expresso. Os valores de densidade
de graos inferiores a 1,5 vezes os valores de
fundo foram considerados como sendo iguais
aos valores de fundo. Para comparar a expres-
sdo de ARNm em cada regiéo talamica dos ratos
controlo, e com 2, 4, 7 e 14 dias de MA, foi
efectuada uma anélise de variancia (ANOVA)
para cada regido analisada, seguida do teste
post-hoc LSD. Foi aceite um valor de significan-
cia de 0,05.
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Figura 1. Avaliagdo da intensidade da inflamagdo
(média + erro-padrdao da média) dos ratos monoartriticos
antes da injeccdo de CFA (tempo 0) e aos 2, 4, 7

e 14 dias de inflamag&o (n = 6 por grupo experimental).

Resultados
Progresséo da inflamagéo cronica

Os animais controlo que receberam uma injec-
cao intra-articular de soro fisiolégico ndo mos-
traram quaisquer sinais de inflamacéo e apre-
sentaram um comportamento normal (pontuagao
de inflamagao 0). Pelo contrério, a injeccéo de
CFA causou respostas fisiopatologicas e com-
portamentais segundo o padrao temporal que
tem sido descrito*2. Os animais MA mostraram
uma notavel reaccéo inflamatdria restrita a pata
inflamada, com edema intenso, evitando movi-
mentos aos 2 dias apos a injec¢cdo do CFA (pon-
tuacéo de inflamacéo 2 ou 3). Nos grupos com
4,7 e 14 dias de MA, os animais apresentaram
sinais mais severos de inflamacéo, e evidencia-
ram um comportamento de defesa, com flexao
persistente da articulac&o injectada (pontuacao
de inflamacéo 3 ou 4) (Fig. 1).

Avaliagdo da expressdo do ARNm para as
subunidades GABA,,,, GABA;,,, e GABA,,

A expressao de ARNm para o GABAg,,,
GABAg 1, & GABA,, foi analisada no VB, Po, CM/
CLe R({ de ratos controlo e de ratos MA com 2,
4,7 e 14 dias apos injeccao de CFA. Através da
coloracéo de Nissl, verificou-se que em todos 0s
casos a expressao de ARNm se encontrava, apa-
rentemente, restrita as células neuronais (Fig. 2).

GABAg,,

N&o foi observada nenhuma expressdo de ARNm
para o0 GABA, ,,, em toda a extensao rostro-cau-
dal de qualquer das quatro regides estudadas
(VB, Po, CM/CL e Rt) nos animais controlo (niveis
de expressédo do ARNm inferiores a 1,5 vezes 0s
valores de fundo). Esta falta de expressédo de
ARNmM manteve-se durante todos os tempos de
MA. Na regido GD do hipocampo, a expressao
do ARNm para o GABAy,,, foi ligeira nos ani-
mais controlo (1,8 £ 0,1; med|a + erro-padrao da
média).

Figura 2. Microfotografia de campo claro de grande
ampliagéo do talamo onde se mostra a expressao

celular do ARNm para o GABA,,,, em células neuronais
(setas); nao foi detectada expressao em células gliais
(pontas de seta).

GABAG,,,

No VB, Po e CM/CL, a intensidade da marca-
cao do ARNm para o GABA b) foi muito seme-
lhante nos animais controlo, S|tuando -se 0s va-
lores entre 2,2 = 0,2 a 2,7 + 0,4 vezes 0s niveis
de fundo. Nenhuma diferenca foi observada por
toda a extenséo rostro-caudal das regides ana-
lisadas, assim como nenhuma diferenca estatis-
ticamente significativa foi encontrada entre os
lados ipsilateral e contralateral (Fig. 3). Pelo con-
trario, ndo foi detectada nenhuma expresséo no
Rt dos animais controlo em toda a sua extens&o
rostro-caudal.

Nos ratos monoartriticos, foram observadas
alteracdes estatisticamente significativas na ex-
pressao de ARNm para o GABA;,,, em algumas
das regides analisadas, que foram dependentes do
tempo de inflamacéo e da regido. Assim, a me-
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Figura 3. Quantificagcdo (média de densidade de

graos + erro-padrdo da média) da expressdo do ARNm
para o0 GABAg,,, nas regibes taldmicas analisadas nos
animais controlo (n = 6), nos lados ipsi e contralateral
a articulagao injectada com soro fisioldgico.
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*Estatisticamente diferente dos controlos (P < 0,05, ANOVA seguido de teste post-hoc LSD).
fEstatisticamente diferente dos controlos (P < 0,01, ANOVA seguido de teste post-hoc LSD).

Figura 4. Quantificacdo (média de densidade de grdos + erro-padrdao da média) da expressdo do ARNm para

o GABAB(,b) nas regibes taldmicas analisadas nos animais controlo e nos animais com 2, 4, 7 e 14 dias de monoartrite
(n = 6 por grupo experimental), nos lados ipsi e contralateral. A: no VB, a expressdo do ARNm no lado contralateral
sofreu um decréscimo estatisticamente significativo nos ratos monoartriticos com 4, 7 e 14 dias. B: no Po, foi observado
um aumento bilateral estatisticamente significativo aos 2 dias de monoartrite (P < 0,05, teste post-hoc LSD).

C: no CM/CL néo foram detectadas alteragbes estatisticamente significativas.

dida que a doenca progredia, foi observado um
decréscimo nos valores de expressdo do ARNm
para o GABAB“b) no VB quando comparados
com os controlos. Estas alteracdes foram restri-
tas ao lado contralateral a articulacéo injectada,
e enqguanto aos 2 dias de MA a expressao de
ARNm foi semelhante a dos controlos, aos 4, 7 e
14 dias de MA foi detectado um decréscimo
estatisticamente significativo de 26% (P < 0,05,
teste post-hoc LSD), 37% (P < 0,01, teste post-hoc
LSD) e 30% (P < 0,05, teste post-hoc LSD), res-
pectivamente (Figs. 4 A e 5). No lado ipsilateral
nao se observaram alterac6es da expresséo do
ARNmM para o GABAB“b) em todos os tempos de
inflamacédo estudados (Fig. 4 A).

No Po, foi observado um aumento bilateral da
expressao de ARNm para o GABA; ., estatistica-
mente significativo aos 2 dias de I\}IA (25 e 38%
para o lado ipsilateral e contralateral, respecti-

vamente, P < 0,05, teste post-hoc LSD) (Figs. 4 B
e 6). Contudo, aos 4 dias, a expressdo de ARNm
retomou niveis basais, tanto no lado ipsilateral
como no contralateral.

No CM/CL ndo foram observadas quaisquer
diferencas na expressdo do ARNm para o
GABAB“b) no lado ipsilateral, apesar de se ob-
servar no lado contralateral um pequeno decrés-
cimo, que ndo atingiu significancia estatistica e
que foi mais pronunciado aos 7 dias da doenca
(Fig. 4 C).

Né&o foi encontrada nenhuma expressédo de
ARNm para o GABA, ,,, no nucleo Rt em quais-
quer dos tempos de f\/IA

GABA,,

A distribuigéo do transcripto do GABA,, nos
animais controlo foi muito semelhante no VB, Po
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neurénios que expressam GABAg,,,.

Figura 5. Imagens digitalizadas de microscopia de campo claro (coluna esquerda), e a sua correspondente em
campo escuro (coluna direita), de grande ampliacao do talamo, onde se observa expressdao do ARNm para o GABAB(1b)
no VB contralateral de animais controlo (c) e de ratos monoartriticos com 14 dias (14d). As setas apontam para

e CM/CL, situando-se os valores entre 1,8 + 0,1 a
2,3 £ 0,1 vezes superior aos valores de fundo.
No NLG, a expresséo para o GABAg, foi baixa
(1,6 = 0,2 vezes superior aos valores de fundo).
A intensidade da marcacdo do ARNm observa-
da foi semelhante em toda a extenséo rostro-
caudal das regides analisadas, assim como ne-
nhuma diferenca estatisticamente significativa foi
encontrada entre os lados ipsilateral e contrala-
teral (Fig. 7). Nao foi detectado nenhum sinal
especifico para o transcripto do GABA;, no Rt
dos animais controlo.

A expressdo do ARNm para o GABAg, nos
ratos monoartriticos apresentou alteracoes esta-
tisticamente significativas em algumas das regi-
Oes talamicas analisadas. No VB dos ratos mo-
noartriticos observou-se, aos 2 dias de MA, um
decréscimo significativo de 43% (P < 0,01, tes-
te post-hoc LSD) restrito ao lado contralateral a
articulacéo inflamada (Figs. 8 A e 9). Nos ratos
com 4 dias de MA, ainda se observou um de-
créscimo de ARNm estatisticamente significati-
vo no lado contralateral (29%, P < 0,05, teste

post-hoc LSD), enquanto aos 7 e 14 dias de
inflamacé&o os valores retomaram os niveis ba-
sais (Fig. 8 A). No lado ipsilateral, a expressao
de ARNm para o GABAg, nédo sofreu alteragbes
significativas em qualquer dos tempos de doen-
ca estudados (Fig. 8 A).

No Po foi também observado uma diminuicédo
da expressao do ARNm para o GABA, aos 2 dias
da MA, estatisticamente significativa no lado ip-
silateral (39%, P < 0,01, teste post-hoc LSD)
(Fig. 8 B). Contudo, aos 4 dias a expresséo de
ARNm sofreu um ligeiro aumento, tanto no lado
ipsilateral como no contralateral, retomando os va-
lores dos controlos aos 7 e 14 dias (Fig. 8 B).

No CM/CL foi possivel observar pequenas flu-
tuagbes na expressdo do ARNm para o GABAg,
que ndo atingiram significaAncia estatistica
(Fig. 8 C).

Tal como verificado para o GABAg,,, € para
0 GABAg 4, também n&o foi encontrada nenhu-
ma expresséo de ARNm para o GABA, no nu-
cleo Rt em quaisquer dos tempos de MA ana-
lisados.
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GABAg .,
para neuronios que expressam GABAB(W

Figura 6. Imagens digitalizadas de microscopia de campo claro (coluna esquerda), e a sua correspondente
em campo escuro (coluna direita), de grande ampliacdo do tdlamo, onde se observa expressao do ARNm para o
no Po contralateral de animais controlo (c) e de ratos monoartriticos com dois dias (2d). As setas apontam

No NLG, os valores da expressdao de ARNm
para 0 GABA,, observados durante a monoartri-
te encontravam-se no intervalo dos controlos em
todos os tempos de inflamagédo estudados, nos
lados ipsi e contralateral.

Discussao

Expressdo do ARNm para as subunidades
GABAB”a), GABAB(”)) e GABA,, em ratos normais

Neste estudo, a expresséo supra-espinhal de
ARN_m para o GABABUa), _GABAB 1p) € GABA,, foi
analisada em quatro regides talamicas*46, es-
colhidas de acordo com 0 seu conhecido envol-
vimento nos mecanismos talamicos de transmis-
s&o nociceptiva, dos quais 0 VB, o Po e o CM/CL
recebem a maioria das projeccdes ascendentes
provenientes da via espinho-talamica®5. O nu-
cleo Rt, por seu lado, funciona como um filtro
modulando a transferéncia de toda a informacéo
talamo-cortico-talamica, incluindo a do afluxo
nociceptivo®. E ainda de notar que estudos an-
teriores encontraram aumentos da actividade
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Regides talamicas
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Figura 7. Quantificacdo (média de densidade de

gréos + erro-padrdo da média) da expressdo do ARNm
para o GABAB(Z) nas regibes taldmicas analisadas nos
animais controlo (n = 6), nos lados ipsi e contralateral
a articulagéo injectada com soro fisioldgico.
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w
?
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2,5
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1,5
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Densidade dos graos
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0,0+
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*Estatisticamente diferente dos controlos (P < 0,05, ANOVA seguido de teste post-hoc LSD).
TEstatisticamente diferente dos controlos (P < 0,01, ANOVA seguido de teste post-hoc LSD).

alteracées estatisticamente significativas.

Figura 8. Quantificacdo (média de densidade de grdos + erro-padrdo da média) da expressdo do ARNm para o
GABAB(Z) nas regibes taldmicas analisadas nos animais controlo e nos animais com 2, 4, 7 e 14 dias de monoartrite

(n = 6 por grupo experimental), nos lados ipsi e contralateral. A: no VB, a expressdo do ARNm no lado contralateral
sofreu um decréscimo estatisticamente significativo nos ratos monoartriticos com 2 e 4 dias (P < 0,01

e P < 0,05, respectivamente, teste post-hoc LSD). B: No Po, foi observado um decréscimo estatisticamente significativo
no lado ipsilateral aos 2 dias de monoartrite (P < 0,01, teste post-hoc LSD). C: No CM/CL nao foram detectadas

neuronal na maioria destas regides talamicas em
ratos monoartriticos*?.

No estudo presente foi observada uma diferen-
ca da expressao das duas isoformas da subuni-
dade 1. Enquanto para o0 GABA 1z NAO foi encon-
trado nenhuma expresséo de AﬁNm em qualquer
do nucleos talamicos analisados (VB, Po, CM/CL
e Rt), parao GABAB“b) a expressao foi moderada
nas mesmas regiées, excepto no Rt. Outros auto-
res® demonstraram que a expressdo de ARNm
para o0 GABAg ;) no talamo € varias vezes superior
a do GABAg . Mais especificamente no VB e Po,
Bischoff, et al.”® demonstraram esta predominan-
cia da expressdo de ARNm para o GABAg,;,. Os
dados aqui apresentados sdo também concordan-
tes com estudos prévios de imunocitoquimica que
postulam que o GABAB(m) € a isoforma predomi-
nante no télamo, coértex cerebral e cerebelo do
rato adulto®®. Estudos usando auto-radiografia
quantitativa para o [*H]JGABA, demonstraram que

no VB, CM e Po os locais de ligacdo do receptor
GABA, apresentavam uma expressido moderada a
elevada®. Mais ainda, Margeta-Mitrovic, et al.%® ob-
servaram elevada marcacao imuno-histoquimica
para o GABA,,, no Po, e moderada no VPM,
VPL, CM e CL. No entanto, destes trabalhos né&o
€ possivel concluir qual a contribuicao de cada
uma das isoformas, 1a ou 1b, para esta expres-
sao observada no talamo.

De modo a verificar se a falta de expresséo de
G.ABAB(161 encontrada neste estudo era devido a
um prob1ema metodoldgico, a expressao de
ARNmM para GABAB(1a) na area do GD do hipo-
campo foi analisada. Nesta regido foi possivel
observar expressao de ARNm para GABAg ),
como ja havia sido demonstrado por outros au-
tores®?, excluindo deste modo a hipotese de pro-
blemas metodolégicos.

A expressé&o do ARNm para o GABA,, encon-
trada no VB e CM/CL estdo de acordo com um
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expressdo do ARNm para o GABA

Figura 9. Imagens digitalizadas de microscopia de campo claro (coluna esquerda) e a sua correspondente em campo
escuro (coluna direita), de grande ampliacao, de fatias de tdlamo expostas a uma emulséo fotogrdfica onde se mostra a
) NO VB contralateral de animais controlo (c) e de ratos monoartriticos com dois
dias (2d). As setas apontam para neuron/os que expressam GABA

B(2)

estudo prévio onde foi observada uma expressao
moderada a elevada no VPL e CM de ratos nor-
mais®. Nesse estudo foi ainda encontrada co-
expressdo de ARNm para o GABAB“b) e GABA,
em varias regides do encéfalo de rato, incluindo
nucleos talamicos®. De facto, no nosso trabalho
foram observados niveis de expressdo muito se-
melhantes para as duas subunidades.

No nosso estudo, so foi observada expressao
do ARNm para 0 GABA,,, € GABAg, em células
neuronais, corroborando estudos de hibridac&o
in situ prévios nos quais a marcacao de células
gliais se encontrava principalmente restrita a
substancia branca da medula espinhal no caso
do GABAg

Curlosamente o Rt, que € constituido por cor-
pos celulares de neurdnios de projeccao GABAér-
gicos, ndo apresentou qualquer expressdo de
ARNmM para nenhuma das subunidades estuda-
das. Isto estda de acordo com estudos prévios
onde ndo foi detectado nenhum sinal de hibrida-
¢80 in situ para 0 GABA, (10 8" ou onde se verifi-
caram niveis baixos de munorreaohwdade para o

GABAg,,, Neste ndcleo talamico®. Igualmente
foi observada baixa expressdo de ARNm para o
GABA,, neste nicleo talamico®. No entanto, em
relagao a expressdo de ARNm para o GABAB<1a
um estudo de hibridacao in situ demonstrou uma
marcacdo de ARNm moderada®®, e uma expres-
sdo de proteina significativa®® no Rt, contraria-
mente ao que foi por nés observado. Apesar disto,
outros autores descreveram uma baixa densida-
de para o receptor GABA; ou para a subunidade
GABA;, em estudos de ||ga(;ao5557, assim como
também baixos niveis de imunorreactividade para
0 GABA,,*® neste nlcleo, o que demonstra indirec-
tamente haver pouca expressao de qualquer uma
das isoformas da subunidade 1. Diferencas obser-
vadas entre os varios estudos podem resultar da
utilizacdo de metodologias diferentes.

Expressdo do ARNm para as subunidades GABA
GABAB(”,) e GABA_, em ratos monoartriticos

Em ratos monoartrmcos, ndo foi observada
qualquer alteracado da expressdao do ARNm para

B(1ay
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0 GABAB (1a) €M Nenhum dos nucleos estudados
quando comparados com 0s animais controlo,
sugerindo assim que receptores funcionais com-
postos por esta isoforma nao se encontram ex-
pressos nas regides do talamo estudadas e/ou
que a sua expressdo ndo se encontra regulada
em resposta a um influxo noéxico inflamatorio cro-
nico no talamo.

Em contraste, as expressées de ARNm para o
GABAg,, € GABAg, sofreram alteragdes nos nu-
cleos talamicos VB e Po. As altera¢6es observa-
das apresentaram um padrdo temporal especi-
fico durante a evolugdo da doenca. No VB, o
transcripto do GABAg,,, diminuiu significativa-
mente aos 4, 7 ¢ 14 dias de MA, no lado con-
tralateral a pata inflamada, enquanto que o
transcripto do GABAg, diminuiu significativa-
mente neste mesmo lado aos 2 e 4 dias de in-
flamac&o. Estas alteragbes sdo consistentes
com o facto desta regido estar implicada nos
mecanismos de transmissdo do componente
sensitivo-discriminativo da dor, recebendo influ-
X0 ascendente através da via espinho-talamica
lateral®®88.10  Noutro estudos do nosso grupo
foram encontradas alteragdes, com um perfil
temporal especifico, na expressdo do ARNm de
varios outros receptores metabotropicos nesta
area talamica de animais monoartriticos*3. Estu-
dos de electrofisiologia em ratos artriticos suge-
rem que 0s neurdnios do VB apresentam activi-
dade aumentada apds estimulagcdo mecénica
noéxica ou n&o-nodxica na articulagdo ou na vizi-
nhanca da area inflamada®®3. Fica por elucidar
em que medida a regulacdo negativa da expres-
sdo de ARNm para o GABA by © GABAg, con-
tribui para as alteracdes electrof|S|o|oglcas ob-
servadas. De facto, na auséncia de informacéo
em relacdo ao receptor funcional no tdlamo, em
condicdes de dor inflamatdéria croénica, nao é
possivel elaborar uma hipétese consistente acer-
ca dos possiveis efeitos destas alteracdes na
excitabilidade dos neurdnios talamicos de trans-
miss&o.

Alguns estudos sugerem que a subunidade 2
do receptor GABAg € responsavel pela activa-
cao da translocacdo da subunidade 1 para a
superficie da membrana plasmatica®*. Desta
maneira, poder-se-a hipotetizar que a diminui-
cao de GABABz nas primeiras fases da doenca
podera levar aretengéo da subunidade GABA, 1b)
no reticulo endoplasmatico e portanto regu(lar
negativamente a expressao de ARNm para esta
subunidade a tempos mais tardios da evolucao
da doenca, justificando-se, desta forma, o dife-
rente perfil temporal de alteragdes encontradas
para as duas subunidades. Estes resultados po-
derdo também evidenciar um papel mais activo
para a subunidade GABA, nas fases iniciais da
resposta a doenca, enguanto que a subunidade
GABAg ,,,, tera um papel mais tardio.

No Po f0| observado um aumento significativo
bilateral, na expressdo de ARNm para o
GABAB“b), mas so aos 2 dias de MA. Pelo con-

trario, a este mesmo tempo da doenga, foi ob-
servada uma diminuic&o bilateral para o GABAg,
mas apenas estatisticamente significativa no
lado ipsilateral. Em estudos anteriores, foram en-
contradas alteracdes significativas da actividade
neuronal nesta regido aos 2 dias de MA“*2, con-
firmando a participacéo deste nucleo nos meca-
nismos de processamento da informacgéo dolo-
rosa®. Para além disso, foram também descritas
alteracdes na expressdo do ARNm para varios
subtipos de receptores, nomeadamente dos
mGluRs, no Po de ratos monoartriticos*3. Estes
resultados sugerem que no Po as duas subuni-
dades do receptor GABA; desempenham um
papel importante durante a fase inicial da MA,
mas através de mecanismos reguladores dife-
rentes. McCarson e Enna® ja tinham sugerido
anteriormente que a regulagao da producao das
duas subunidades parecia ser independente,
pelo menos parcialmente. Estes autores descre-
veram que, no corno dorsal da medula espinhal
do rato apds 24 horas de inflamacédo da pata
anterior, 0 aumento do ARNm para o GABA, era
significativamente maior do que o aumento de
ARNm para GABA,%°. Para além disso, uma
discrepancia ainda maior na expressdo das
duas subunidades foi observada em ganglios
espinhais, onde GABA,, mas néo GABA,,, au-
mentou apds injeccdo de formol na pata ante-
rior8®. Noutras regides cerebrais foi também ob-
servado que, apesar de haver uma quase
auséncia de GABA,,, GABA;, e/ou o receptor
nativo, encontrava- se presente55 60,6667  Estes
dados sugerem que as subunidades do receptor
GABAg poderéao servir outras fungdes e que ou-
tras protefnas e/ou subunidades do receptor GA-
BA;, ainda n&o identificadas, poderdo formar
heterod|meros funcionais®®. Sabe-se que a asso-
ciagéo do GABA,, com a subunidade y2S do
receptor GABA, promove a expressao na super-
ficie celular do GABAB1, na auséncia de GA-
BAg,%®. Assim, poder-se-4 hipotetizar que no Po,
aos 2 dias de MA, GABAy, esta a deslocar-se
para a superficie celular, Com a ajuda da subu-
nidade GABA,y2S, modulando as propriedades
do receptor GABA,, como ja foi sugerido®®. Foi
também proposto que outras proteinas possam
interagir com o GABA; ou com a subunidade
GABA,,, como é o caso "do MGIURT ou MGIUR4%-
2. Curiosamente, foram detectadas alteragoes
na expressdo do ARNm de ambos mGIuR em
nucleos talamicos, incluindo o VB e o Po, no
mesmo modelo de MA®,

No NLG, nucleo implicado no processamen-
to de estimulos visuais, ndo foi observada
qualquer alteragédo na expresséo de GABA;,
em qualquer dos tempos de evolucéao da do-
enca. Deste modo, as alteracbes observadas
no VB e no Po parecem ser especificamente
relacionadas com o processamento doloroso e
reflectem, muito provavelmente, mecanismos
adaptativos despoletados pelo influxo néxico
cronico.
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Os nossos dados sugerem que a dor inflamatoé-
ria cronica periférica ndo afecta significativa-
mente a expressdo das subunidades do GABA,
nos neuronios do CM/CL, dado que néo foram
encontradas alteracées significativas da expres-
sdo de qualquer subunidade. Estes neurénios
intralaminares do CM/CL recebem numerosas
projecgdes de nlcleos do tronco cerebral implica-
dos na dor, principalmente de origem visceral®’3,
e projectam para regides do cértex cerebral asso-
ciadas com os aspectos afectivo-motivacionais da
dor, tais como o cortex insular agranular rostral>74,
Estes nudcleos taldmicos parecem ser uma parte
de um sistema integrador que modula pequenas
alterac6es no comportamento ou atencao, em res-
posta a um influxo somatossensitivo ou visceral™.

No Rt n&o se verificou qualquer expressao do
ARNmM para nenhuma das subunidades do GA-
BA, estudadas durante a inflamagéo, tal como
foi observado em animais controlo.

As alteracdes descritas no presente estudo du-
rante uma dor inflamatdéria crénica sdo parte das
alteracGes plasticas que ocorrem na nocicepcao
a nivel talamico, e que parecem ser induzidas e
mantidas pelo afluxo nociceptivo proveniente da
periferia. Os presentes dados sugerem que a ex-
presséo de ARNm para o GABAB(1b) e GABA,, é
regulada no VB e no Po como resposta ao influxo
noxico periférico. No entanto, as alteragdes nos
niveis de expressdo de ARNmM nem sempre se
traduzem em alterag6es na proteina ou recepto-
res funcionais, por isso mais estudos sao neces-
séarios de forma a compreender melhor o papel
do receptores metabotropicos GABA; nas altera-
¢cdes funcionais responsaveis pelo processamen-
to taldmico de uma dor inflamatdria crénica.
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Biestabilidade da Actividade
Espontanea nos Neuronios da Medula
Espinhal Dorsal do Rato

Clara Monteiro?3, Deolinda Lima?3 e Vasco Galhardo'?

Resumo

Os neurdénios somatossensitivos do corno dorsal da medula espinhal podem apresentar in vitro um estado
de actividade biestavel em que, na auséncia de estimulagao, uma taxa fixa de disparo é mantida por periodos
de varios minutos. Esses periodos de disparo espontaneo aumentado poderao ter um importante papel na
génese e manutencao de estados hiperalgésicos, nos quais episédios de dor espontanea prolongada sao
habitualmente reportados. Neste trabalho mostramos pela primeira vez que também in vivo uma pequena
percentagem de neurénios das laminas profundas do corno dorsal da medula espinhal (4% na populacao
registada) é capaz de mudar rapidamente entre dois niveis de disparo espontaneo: alta e baixa frequéncia.
Pelo menos uma das transicoes entre os dois estados era induzida por estimulagcdo do campo receptivo,
tornando este caso numa situacao tnica na qual taxas estaveis de disparo ficam on ou off com os estimulos
somatossensitivos.

Palavras-chave: Estricnina. Formol. Dor. Oscilacoes. Registos extracelulares com multieléctrodos.

Abstract

Deep dorsal horn neurons were previously shown to present in vitro a bistable state of activity in which a
fixed firing rate is maintained, in the absence of stimulation, over prolonged periods of time. These periods
of enhanced spinal spontaneous discharge may play a role in the appearance and maintenance of hyperal-
gesic states, where a recurrent sustained spontaneous pain is usually reported. In this paper we show in
vivo that a small percentage of deep spinal neurons (4% of the recorded population) are capable of rapidly
shifting between low-frequency and high-frequency levels of spontaneous activity. At least one of the transi-
tions between the two states was induced by stimulation of the receptive field, making this an interesting
and unique case in which stable firing rates are switched-on or -off by somatosensory stimuli.

Key words: Strychnine. Formalin. Pain. Oscillations. Multielectrode extracellular recordings.

Introducéo mulacéao repetitiva de baixa frequéncia de fibras
C né&o-mielinizadas (Wall PD, Woolf CJ, 1986;

tividade espinhal persistente que esta associada Brban L, etal, .1994; (Ij—|err|erotlJFC,j ecg al.., ?O?O)'
a um aumento da percepcédo da dor (Baranauskas IVErsos mecanismos de plasticidade sinaptica

- oo foram ja implicados no desenvolvimento da sen-
G, Nistri A, 1998; Ji RR, et al., 2003), aparecendo PR
apds uma leséo no nervo, inflamezgég induzida  Sltizacao central (Woolf CJ, Salter MV\(’ 2000), e
por lesdo, manipulago farmacologica ou esti- correlacionados tanto com a expresséo de LTP

(long-term potentiation) espinhal como de win-
dup dos potenciais de acgao espinhais (Mendell
LM, 1966; Liu X-G, Sandkuhler J, 1995). Estudos
in vitro recentes demonstraram uma correlacéo

A sensitizacao central € uma forma de hiperac-
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neurénio a niveis em que descargas auto-sus-
tentadas podem ser iniciadas na auséncia de
estimulacdo (Morisset V, Nagy F, 2000). Estas
Porto, Portugal descargas auto-sustentadas s&o mantidas inde-
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pendentemente da excitacdo sinaptica continua
e permitem a celula alternar entre dois modos
estaveis de disparo espontaneo. Este comporta-
mento biestavel dos niveis de actividade neuro-
nal espontanea foi observado em diferentes po-
pulagcbes corticais, talamicas e espinhais
(Hounsgaard J, et al., 1986; Steriade M, 1999;
Egorov AV, et al., 2002; Brunel N, 2003), onde
esta actividade persistente aumentada tera um
papel crucial na sinalizacdo a longo prazo de
eventos de curta duracdo ao permitir que os
neurénios alternem entre dois regimes funcio-
nais de acordo com a carga sinaptico-instanta-
nea (Wang X-J, 2001). Esta manutencao da ac-
tividade persistente podera depender de
correntes membranares intrinsecas (Russo RE,
Hounsgaard J, 1996; Morisset V, Nagy F, 1999),
ser baseada na reverberacéo sinaptica de cir-
cuitos locais recorrentes (Shu 'Y, et al., 2003), ou
numa combinag¢&do dos dois mecanismos.

A actividade neuronal durante estados hipe-
ralgésicos é caracterizada por episddios espon-
tdneos de potenciais de accédo em sucessao
(disparo em burst), e pelo seu prolongamento
apos o periodo de estimulacéo — action potential
afterdischarges (Guilbaud G, et al., 1992; Pale-
cek J, et al., 1992; Sotgiu ML, et al., 1995; Mo-
risset V, Nagy F, 2000) — pelo que as respostas
espinhais auto-regenerativas terao um papel na
génese e manutencéo da dor crénica. No entan-
to, respostas auto-regenerativas biestaveis rela-
cionadas com estimulos nociceptivos foram ape-
nas descritas em preparacdes in vitro. Em
animais intactos, a descricdo de actividade es-
pinhal pds-estimulagcao a niveis de disparo cons-
tantes e sem decaimento é escassa e indirecta
(Cadden SW, 1993; Laird JM, Bennett GJ, 1993;
Jiang MC, et al., 1995). Neste trabalho descre-
vemos a ocorréncia, em animais intactos, de um
pequeno numero de células espinhais com acti-
vidade biestavel modulada por estimulacao so-
matossensitiva, € que o0 numero dessas células
aumenta em estados hiperalgésicos.

Materiais e métodos

Foram utilizados neste estudo 33 ratos adultos
(300-450 g) da estirpe Sprague-Dawley (Char-
les-River, Barcelona). Todas as experiéncias fo-
ram realizadas de acordo com a Directiva da
Unido Europeia (86/609/EEC) e as recomenda-
coes éticas da IASP para investigacdo com ani-
mais na area da dor (Zimmermann M, 1983).

Os animais foram anestesiados com uretano
(1,5 g/kg, i.p.), e o grau de anestesia foi verifi-
cado regularmente testando os reflexos palpe-
brais e a retraccédo da pata traseira € da cauda
em resposta a estimulos. A temperatura corporal
foi mantida através do uso de um cobertor ho-
meotérmico com sistema de feedback.

Os animais foram colocados no aparelho de
estereotaxia com fixadores vertebrais e foi efec-
tuada uma laminectomia para expdr o alargamen-

Figura 1. Detalhes técnicos do registo com
multieléctrodos. A: fotografia da ponta de uma matriz
com oito eléctrodos, usada na maioria das experiéncias.
Escala: 500 micrometros. B: fotografia de uma secgcéao
de medula espinhal mostrando a lesao eléctrica (seta)
usada para localizar os locais de registo. Escala: 500
micrometros. C: diagrama dos locais de registo nas 33
experiéncias. Os circulos a negro representam os locais
onde os neurdnios biestaveis foram registados. D: dados
n&o filtrados de 60 segundos de registo mostrando a
elevada raz&o sinal/ruido obtida com os eléctrodos
usados. O registo apresentado corresponde ao periodo
em que o neurdnio esta on, também mostrado na figura
2 F. E-F: separacdo computacional das waveform dos
registos originais de multiunidades (painel D) na
actividade de um dnico neurdnio (waveform de cima) e
na actividade de multiplos neurdnios nao-isoldveis
(waveform de baixo — ndo considerada para a contagem
dos neurdnios). O painel E mostra as waveforms obtidas
nos 30 segundos antes do periodo ligado, enquanto que
o painel F mostra as waveforms obtidas de 30 segundos
dentro do periodo ligado, demontrando que pertencem
ao mesmo neuronio.

to lombar da medula espinhal. A dura-mater dos
segmentos expostos foi removida e a superficie
da medula foi coberta com soro. A actividade
neuronal foi registada extracelularemente nos
segmentos espinhais L2-L4 usando matrizes de
eléctrodos com quatro ou oito filamentos indepen-
dentes de tungsténio (3-6 MOhms), espacados
por 240 micrometros (FHC Inc., Bowdoinham,
EUA - figura 1 A). Os sinais neuronais foram am-
plificados e digitalizados em tempo real a 40 kHz
por canal (MAP16 System, Plexon Inc., Dallas,
EUA) enquanto que a separacéo e identificacédo
dos neurdnios individuais foi feita offline, usando
métodos computacionais baseados nos perfis
dos potenciais de accgéo registados (Offline Sor-
ter, Plexon Inc., Dallas, EUA). Foi feita apenas
uma sessdo de registo em cada animal.
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A actividade espontéanea foi registada duran-
te 30 minutos antes de iniciar os periodos de
estimulagcdo. Os campos receptivos cutaneos
da superficie glabra da pata traseira foram ma-
peados usando os seguintes estimulos: tap (to-
que na pata com um pincel suave ligado a um
servo-motor roboético) e pinch (com pinga cirdr-
gica). Cada periodo de estimulag&o consistiu
em 60 segundos de tap (estimulacdo mecéanica
ndo-noxica; 1 Hz), 120 segundos de intervalo e
30 segundos de pinch (estimulacdo mecéanica
noxica); estas estimulagdes foram repetidas cada
10 minutos. As respostas neuronais aos estimu-
los mecanicos foram usadas para classificar as
células como de largo espectro dinamico (Wide
Dynamic Range — WDR, respondem a todos os
estimulos), baixo limiar de excitacdo (Low
Threshold — LT, resposta mais expressiva ao tap
com pouca ou nenhuma resposta ao pinch), no-
ciceptivas especificas (Nociceptive Specific —
NS, neurdnios com resposta mais expressiva ao
pinch e com pouca ou nenhuma resposta ao
tap) ou sem resposta (Non Responsive — NR).
Em 15 animais, apds cinco ciclos de estimula-
cao, foi efectuada uma injecgao subcutanea de
formol diluido (50 microlitros a 5%) na parte
dorsal da pata traseira para induzir um estado
de dor persistente, e 0os neurénios foram regis-
tados por um periodo nunca inferior a trés horas.
Nos 18 animais restantes, apds cinco ciclos de
estimulagao, foram administradas 100 nmol de
estricnina (dois microlitros) (Sigma) na superfi-
cie da medula espinhal no local da insercéo do
eléctrodo e as respostas a estimulacao foram
testadas cada 15 minutos ao longo das trés ho-
ras seguintes. A solucéo de estricnina foi prepa-
rada diariamente antes de cada experiéncia e
dissolvida em liquido cefalorraquidiano artificial
gue continha (em mM): NaCl 115,0; KCI 5,6;
CaCl2 2,0; MgCl2 1,0; glucose 11,0; NaH2PO4
1,0; NaHCQO3 25,0.

No final de cada experiéncia, os animais anes-
tesiados foram eutanasiados com uma overdose
de uretano, e o local de registo foi marcado
através da passagem de corrente (1,2 mA du-
rante 30 segundos) através de um dos filamen-
tos de tungsténio do eléctrodo (Fig. 1 B). A por-
¢ao relevante da medula espinhal foi removida
e colocada em formol a 10%. Apo6s fixagao, os
segmentos de medula foram armazenados em
sacarose a 30%, cortados num micrétomo de
congelacdo em seccbes de 100 micrometros
e corados com tionina. Os locais de les&o/re-
gisto foram delimitados por comparacdo com
diagramas padrdo (Paxinos G, Watson C,
1998) (Fig. 1 C). As andlises dos potenciais de
accao, tais como histogramas periestimulo, in-
tervalos entre disparos e densidades espectrais,
foram calculadas usando o programa Neuroex-
plorer (Plexon Inc., Dallas, EUA). Periodos de
actividade ritmica espontanea foram detectados
usando as anélises de intervalos entre disparos
e densidades espectrais, de acordo com estu-

dos prévios da medula espinhal (Sandkuhler J,
Eblen-Zajjur AA, 1994). Os resultados foram ex-
pressos com média +/— SEM.

Resultados

Os presentes resultados sobre o comporta-
mento de populacdes neuronais do corno dorsal
da medula espinhal do rato s&o baseados num
total de 507 neurdnios registados em 33 animais
(um local de registo por animal) usando dois
modelos de inducdo de hiperalgesia (163 neu-
ronios em 15 sessbes de registo com formol e
344 neurdnios em 18 sessdes de registo com
estricnina). Os neurodnios foram registados a
uma profundidade de 300-700 micrometros
abaixo da dura-méater, pertencendo portanto as
laminas I11-V (Fig. 1 C). O maior numero de
neurdénios registados nas experiéncias com es-
tricnina (19,1 +/~ 1,3 versus 10,9 +/- 1,1 neu-
ronios nos registos com formol) € devido ao
facto de, nas 18 sessGes com estricnina, se
terem usado matrizes com oito eléctrodos de
tungsténio, enquanto que em seis dos registos
com formol foram usadas matrizes apenas com
quatro eléctrodos.

Neste artigo descrevemos a existéncia de um
pegueno numero de neurdnios espinhais que
apresentam um comportamento biestavel nos
dois tipos de procedimento experimental. Como
ndo se verificaram diferencas obvias entre os
registos de ambos os modelos de hiperalgesia
(experiéncias com formol e com estricnina), eles
seréo apresentados em conjunto na maioria das
situacodes.

Vinte e um neurénios (5 em 3 registos com
formol; 16 em 12 registos com estricnina; no
total 4,1% da populagcéo total de neurdnios re-
gistados) apresentaram um padrdo de activida-
de biestavel caracterizado por mudancas abrup-
tas na taxa de disparo espontaneo (exemplos na
figura 2). Estes neurénios mudaram de uma taxa
de disparo baixa e estavel (0,27 +/- 0,07 spikes
por segundo) para uma também estavel alta
taxa de disparo (9,92 +/- 1,23 spikes por segun-
do). Esta mudanca imediata ocorreu quer es-
pontaneamente, quer apds uma estimulacdo
tactil noxica ou in6cua. Ao longo deste artigo
iremos chamar on a mudanca de baixa para alta
taxa de disparo e off a mudanga oposta. Em 16
dos 21 neurdnios, estas mudancas ocorreram
mais do que uma vez ao longo de todo o regis-
to, como se as células fossem capazes de ope-
rar em dois regimes fisiolégicos distintos. Tanto
o formol como a estricnina s&o conhecidos por
induzirem na medula espinhal uma actividade
espontanea aumentada por periodos prolonga-
dos com aumentos ou diminuicdes lentas das
taxas de disparo (Dickenson A, Sullivan AF,
1987; McGaraughty S, Henry JL, 1998). Deste
modo, apenas consideramos como sinais de
biestabilidade as alteragdes ocorridas entre taxas
de disparo de grande regularidade (i.e. taxas de
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Figura 2. Padrées das alteragées induzidas pelos estimulos nas taxas de disparo espontaneo em neurdnios biestaveis.
As dreas sombreadas marcam os periodos de estimulagdo cutdnea: T — estimulagdo ndao-noxica (tap),; P — estimulacao
noxica (pinch). A figura apresenta exemplos de quatro dos cinco padrées de biestabilidade observados, obtidos em
diferentes sessées de registo (um exemplo do quinto padrdo observado em trés neurdnios é apresentado na figura 3 A).
Cada painel mostra a actividade de uma célula durante 2.000 segundos do tempo total de registo. A-B: neurdnios
biestdveis que ficaram on com a estimulagdo inécua e off com o estimulo ndxico pinch (cinco neurénios).

C-D: neurdnios biestdveis que ficaram on pela estimulagdo indcua e nao ficaram off até ao fim da experiéncia (cinco
neurdnios). E-F: neurdnios biestdveis que ficaram on espontaneamente e off pelo estimulo noxico (quatro neurdnios).
G-H: neurdnios biestdveis que ficaram on com a estimulagcdo noxica e off espontaneamente (quatro neurdnios). Os
ultimos trés painéis mostram claramente que em alguns casos a capacidade neuronal para a biestabilidade é transitoria.

disparo médias com desvios inferiores a 10%
por minuto). Estas alteracdes biestaveis ocor-
reram ou abruptamente na auséncia de estimu-
lacdo (mudando de um disparo espontaneo
estavel para outro num espago de poucos se-
gundos - figuras 2 E-H), ou imediatamente apoés
a cessacao das estimulacdes (Figs. 2 A-H). Adi-
cionalmente, uma das transicées (on ou off) ti-
nha de ser induzida por estimulacdo somatos-
sensitiva, e nenhuma célula foi considerada
biestavel se ambas as transi¢bes ocorriam es-
pontaneamente.

Nos 21 neurdnios considerados biestaveis, o
periodo on foi iniciado por estimulacdo cutanea
em 17 neurdnios e espontaneamente em quatro
neuronios, € o periodo off foi induzido por esti-
mulagcdo em 12 neurdnios e espontaneamente
em quatro neuroénios (nas figuras 2 e 3 apresen-
tamos exemplos de padrdes de resposta obser-
vados). Cinco das células nao ficaram off duran-
te o periodo de registo efectuado (duracdo do
periodo de disparo variou entre 20 e 110 minutos
— figuras 2 C-D).

As células com comportamento on-off eram
maioritariamente WDR (17 neurdnios), sendo
apenas um neurénio nociceptivo especifico, en-
quanto que trés neurdnios ndo respondiam a
estimulagado da pata traseira. Os padrbes bies-
taveis de actividade estavam ja presentes em 8
dos 21 neurdnios antes da inducdo da hiperal-
gesia, enquanto que nos restantes 12 neurénios

essse padrbes apareceram num periodo entre
5-35 minutos apds a administracao de formol ou
estricnina.

O comportamento on-off aqui descrito era mui-
to distinto das descargas pos-estimulo vulgar-
mente observadas apdés uma estimulacdo de
alto limiar (afterdischarge): consistia numa taxa
de disparo estavel e prolongada que comecava
e terminava abruptamente sem o decaimento
lento que caracteriza as descargas pos-estimu-
lo (Sotgiu ML, et al., 1995). Em cinco animais,
mais do que um neurodnio biestavel foi registado
simultaneamente (trés neurénios numa sesséo e
dois neurdnios em cada uma das sessfes de
quatro outros animais). Em todos os casos, os
correlogramas cruzados dos disparos nao reve-
laram nenhuma influéncia sinaptica aparente
entre estes neurdnios vizinhos (resultados deta-
lhados néo apresentados).

No conjunto dos registos, um total de 76 neu-
rénios mostrou uma taxa de disparo ritmica du-
rante a actividade espontanea (14,9% do total,
23 neurodnios nas experiéncias de formol e 53 nas
de estricnina, sendo 67 neurdnios nao-biestaveis
e 9 biestaveis), que era de 18,2 +/- 2,7 spikes
por segundo (numa gama de 5,8 a 41,2 spikes por
segundo). No entanto, enquanto que nos 67 neu-
ronios n&o-biestaveis a taxa de disparo ritmica
estava presente durante todo o registo ou duran-
te todo o periodo apds a administracdo de for-
mol ou estricnina, nos neurdnios biestaveis foi
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Figura 3. Histogramas de actividade (time-aligned rate histograms) e diagramas de intervalo entre disparos (interspike
interval time plots) para um neurdnio biestavel (A) e um neurdnio ndo-biestavel (B) registados simultaneamente,
mostram que os disparos oscilatdrios do neurdnio biestavel aparecem apenas durante os periodos on. O neurdnio
biestavel ficou on ou off apés um estimulo noxico e durante todo o periodo on (entre 200 e 3.800 segundos) o grafico
dos intervalos entre disparos ao longo do tempo revela que as descargas espontdneas ocorrem com um padrdo
oscilatdrio preciso. Apesar do neurdnio ndo-biestdavel apresentar um nivel similar de actividade espontdnea
(aproximadamente 15 disparos por segundo), o seu gréfico de intervalos revela que as descargas tém uma distribuicdo
temporal ndo-ritmica. As quatro insergées acima dos histogramas apresentam as densidades espectrais individuais na
gama de frequéncias de 0-50 Hz, calculadas para um intervalo dentro do periodo on (3.300-3.600 segundos) e um
intervalo fora do periodo on (4.000-4.300 segundos). A densidade espectral (eixo vertical) esta & mesma escala em
todos os gréficos. As setas no topo da figura marcam as estimulagées indcuas (T) e noxicas (P) que foram
seleccionadas nesta experiéncia para a comparacdo apresentada na figura 4 da actividade evocada por estimulos
dentro (seta a cheio) ou fora (seta a tracejado) de um periodo on.

apenas observada durante alguns dos periodos
em que o neurodnio estava on (Fig. 3). A analise
das densidades espectrais dos tempos de dispa-
ro mostrou que 0s nove neurénios biestaveis com
disparo ritmico tinham um pico de frequéncias
dominantes bastante estreito (15,8 +/~ 3,9 Hz),
revelando o inicio de uma actividade tipo marca-
passo durante os periodos em que 0 neurénio
estava on (insercées na figura 3).

Um tépico importante foi determinar se esta
actividade ritmica associada com os periodos
biestaveis afectou o processamento espinhal,
aumentando a actividade evocada pelos esti-
mulos. Apesar do nosso protocolo de registo
nao nos permitir medir a fiabilidade da transmis-
sdo sinaptica de estimulos periféricos, o uso de
registos com multieléctrodos permitiu-nos com-
parar as respostas de varios neurdnios regista-
dos simultaneamente. Por esse motivo, compa-
ramos as taxas de disparo evocadas pelo
estimulo de neurdénios WDR biestaveis e n&o-
biestaveis registados simultaneamente na mes-
ma experiéncia (Fig. 4). Como alguns dos neu-
ronios tinham longos periodos on (com varias
estimulagdes executadas durante esse periodo),

enguanto que outros tinham breves periodos on,
apenas uma comparacéo foi efectuada por neu-
ronio. Optamos por usar as estimulacées que
imediatamente precediam ou sucediam a transi-
cao de on para off e nao as estimulacées que
ladeavam os periodos on, dado que mais neu-
ronios preenchiam este critério. Apesar das ta-
xas de disparo evocadas pelo estimulo de neu-
ronios biestaveis serem aparentemente maiores
durante os periodos on, este aumento n&o era
estatisticamente significativo (P > 0,05 em todos
0s casos, teste t) e a figura 4 mostra que este
aumento foi observado de forma similar tanto em
neurénios biestaveis como n&o-biestaveis. A
analise dos intervalos entre disparos ao longo do
tempo nos 21 neurdnios biestaveis nao revelou
nenhuma evidéncia de aceleracdo de disparos
durante uma estimulacéo sustentada. Esta mar-
ca de actividade tipo potencial-plateau foi no
entanto observada em quatro neurénios que néo
apresentavam comportamento biestavel.

Discussao

Neste artigo mostramos que uma pequena
percentagem de neurdnios espinhais das lami-



C. Monteiro, et al.: Biestabilidade da Actividade Espontanea nos Neurénios da Medula Espinhal Dorsal do Rato

B Switched-on period
Switched-off period

:

= = NN WW
(el Nol NoNONa i) ]

Bistable neurons i
H
Non-bistable neurons -_|

Frequency (spikes/sec)

TAP stimulation
TAP stimulation
PINCH stimulation
PINCH stimulation

Bistable neurons '
—

Non-bistable neurons ‘
-

Figura 4. Taxas de disparo evocadas pela estimulacdo
ndo sao diferentes dentro (barras a cheio) ou fora
(barras a tracejado) dos periodos on, tanto para
neuronios biestaveis como para nao-biestdveis. Para
calcular as taxas de disparo evocadas pelos estimulos,
seleccionamos a dltima estimulagdo do periodo on,
enquanto que a primeira estimulacdo seguinte foi usada
para a comparagdo do periodo off (ver exemplo na
figura 3, setas). Como nem todos o0s neuronios
biestaveis respondiam a estimulagdo cutdnea dentro e
fora dos seus periodos on, a seleccao foi restringida a
seis neurdnios biestaveis que respondiam ao estimulo
inécuo (grupo da primeira barra) e oito neurdnios
biestaveis que respondiam ao estimulo noxico (grupo da
terceira barra). Todos os neurdnios ndo-biestaveis
registados simultaneamente que também respondiam
aos estimulos inécuos e/ou noxicos foram usados como
comparagao (grupos da segunda e quarta barra, 14 e
20 neurdnios, respectivamente). A actividade basal ndo
foi subtraida das taxas de disparo apresentadas.

nas profundas é capaz de, in vivo, alternar entre
niveis de actividade espontanea de alta e baixa
frequéncia, e que os dois tipos de taxas de dis-
paro estaveis podem ficar on ou off pela accéo
de estimulos somatossensitivos. Apesar de mu-
dancas bruscas nas taxas de disparo esponta-
neo similares serem referidas na literatura (Cad-
den SW, 1993), elas nunca foram identificadas
como uma caracteristica fisiolégica de uma frac-
cédo de neurobnios espinhais. Acreditamos que
isto é devido ao facto de estudos prévios serem
baseados em registos de uma Unica célula. O
uso de multieléctrodos permitiu-nos registar neu-
ronios biestaveis na vizinhanca de neurdnios
ndo-biestaveis (ver exemplo na figura 3), identi-
ficando deste modo este tipo de actividade
como um padréo de disparo especifico de cada
célula, excluindo assim a possibilidade de que
este efeito poderia resultar de um aumento geral
do disparo espontaneo devido a causas experi-
mentais nao determinadas. Por outro lado, a
multiplicidade de diferentes padrdes de activi-
dade evocados pela mesma sequéncia de esti-
mulacdes (como ilustrado nas figuras 2 e 3) su-

gere que a expressdo espinhal da biestabilidade
ndo esta ligada a um papel especifico de pro-
cessamento somatossensitivo.

Estudos recentes sugerem que esta actividade
biestavel poderéa ser relacionada com a corrente
idnica intrinseca identificada como potencial-pla-
teau que foi descrita em detalhe para neurénios
espinhais in vitro (Russo RE, Hounsgaardd, 1996).
Potenciais-plateau espinhais levam a descargas
auto-regenerativas que despoletam potenciais de
accéao ritmicos apenas terminados pela hiperpo-
larizag&do do neurdnio (Morisset V, Nagy F, 1996).
Apesar da expressdo dos potenciais-plateau
ocorrer espontaneamente numa pequena percen-
tagem de neurdnios espinhais, a activagcéo de
receptores metabotrépicos de glutamato ou o blo-
queio de receptores GABA; aumenta a sua ex-
presséo para quase 50% dos neurdnios espinhais
das laminas profundas (Morisset V, Nagy F, 1996;
Derjean D, et al., 2003). Os modelos animais de
hiperalgesia qua usamos neste estudo (injeccdes
de formol periférico e de estricnina intratecal) irdo
provavelmente induzir a expressao de potenciais-
plateau, uma vez que a hiperalgesia espinhal in-
duz aumento da libertacdo de glutamato, regula-
cdo positiva de receptores metabotropicos de
glutamato e reducdo dos niveis gabaérgicos (Ji
RR, et al., 2003). Adicionalmente, a administracio
espinhal de estricnina facilita a expressao de po-
tenciais-plateau num modelo in vitro da medula
espinhal de tartaruga (Russo RE, et al., 1998).
Uma demonstracédo conclusiva de uma ligagéo
entre a hiperalgesia in vivo e os potenciais-plateau
esta ainda em falta, e apenas podera ser realiza-
da em registos intracelulares espinhais em ani-
mais intactos (Bentley DE, et al., 2003). Uma das
caracteristicas que identifica os potenciais-plate-
au é a expressao de descargas acelerativas du-
rante a injeccao intracelular de corrente despola-
rizante. Teoricamente, condicGes de excitacido
sinéptica continua gerada pela estimulacéo noci-
ceptiva prolongada poderao também induzir des-
cargas acelerativas, mas apenas recentemente
foram demonstradas descargas acelerativas
usando estimulagéo néo eléctrica (Reali C, Russo
RE, 2005). A nossa estimulac&do noxica continua,
mas nao o estimulo indcuo descontinuo, podera
ser adequada para induzir descargas acelerativas
detectaveis em registos extracelulares. De facto,
observamos um aumento da frequéncia de dispa-
ro desse tipo em quatro neurénios que ndo eram
biestaveis (resultados ndo apresentados), mas
nenhum dos neurdnios biestaveis aqui descritos
mostrou sinais de descargas acelerativas durante
uma estimulagdo continua. Este resultado devera
ser interpretado cautelosamente, uma vez que a
possibilidade de demonstrar claramente a expres-
S80 ou nao de potenciais-plateau usando registos
extracelulares é muito limitada. Por outro lado, a
actividade persistente podera resultar de circuitos
neuronais locais recorrentes, que constituem um
mecanismo bem estudado para a geragéo de ac-
tividade neuronal biestavel (Wang X-J, 2001).
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Apesar do uso de registos extracelulares in vivo
nao nos ter permitido determinar se a biestabili-
dade observada era gerada por redes locais re-
correntes, a nossa impossibilidade de encontrar
evidéncias de conectividade funcional nas corre-
lacBes cruzadas de sete pares de neurénios bies-
taveis registados simultaneamente ndo sugere
que redes locais tenham um papel importante na
biestabilidade das populacdes dorsais da medula
espinhal.

Uma importante questé&o final era determinar se
este padrao de actividade biestavel afecta o pro-
cessamento espinhal da informagdo somatossen-
sitiva. Descri¢des de neurdnios espinhais ritmicos
ou bursting sdo comuns na literatura (Woolf CJ,
King AE, 1989; Laird JM, Bennett GJ, 1993; San-
dkuhler J, Eblen-ZajjurAA, 1994, Jiang MC, et al.,
1995; Asghar AU, et al., 2005), mas nesses estu-
dos néo foi efectuada uma comparacéo entre es-
tados funcionais no que diz respeito a transferén-
cia de informac&o. Recentemente, foi demonstrado
in vitro que a fiabilidade da transmisséo sinaptica
entre neurdnios espinhais é aumentada pela ex-
pressédo de potenciais-plateau, enquanto que du-
rante a actividade tipo burst a transferéncia de
informacéo espinhal é diminuida (Derjean D, et al.,
2003). Os nosso registos permitiram-nos comparar
taxas de disparo evocadas por estimulo durante
os periodos on e off, tanto para neurdnios bistaveis
como para néo-biestaveis. Esta comparacdo néao
revelou qualquer diferenca entre neurdnios biesta-
veis e ndo-biestaveis (Fig. 4), apesar de sugerir
que, para ambos os tipos de neurdnios, as taxas
de disparo perante o estimulo néxico sdo consis-
tentemente mais elevadas durante os periodos on.
Especulamos que este aumento global nas taxas
de disparo espinhais resulta de uma aferéncia si-
naptica aumentada localmente pelas descargas
espontaneas auto-regenerativas da pequena po-
pulacéo de neurdnios biestaveis. A validac&o des-
ta sugestao ird depender de estudos detalhados
sobre a conectividade sinaptica dos neurdnios es-
pinhais biestaveis.
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Um Método Electrofisioldogico para
Identificacao de Conexoes Sinapticas
entre Interneuronios Espinais

Sonia FA. Santos e Boris V. Safronov

Resumo

A substantia gelatinosa (SG, lamina Il) é uma regido da medula espinal onde terminam a maioria das fibras
aferentes primarias responsaveis pela transmissao de estimulos dolorosos e onde se inicia o processamen-
to nociceptivo central. E formada por varios grupos distintos de interneurénios cujas propriedades funcio-
nais, em termos de conexées sinapticas, sao pouco conhecidas. Isto deve-se ao facto de o unico método de
estudo de ligacoes fisioldgicas actualmente utilizado consistir no registo simultdneo de neurénios monos-
sinapticamente ligados sendo que, numa investigacao deste tipo na SG, a probabilidade de se encontrarem
neurdnios conectados é muito baixa. Para além disto, sdo imensos os factores que dificultam a formagao
do contacto electrofisiolégico simultaneo com as células, e apenas acidentalmente podemos escolher o par
de neurénios sinapticamente ligados. Dai que estes estudos demorem anos e tenham uma produtividade
que pouco ultrapassa a dezena de conexdes sinapticas encontradas, nao permitindo chegar a conclusées
significativas.

Pelas razées expostas, durante muito tempo, o estudo fisiolégico das conexdes sinapticas foi um desafio
para os investigadores que procuravam esclarecer os mecanismos associados ao processamento nocicep-
tivo e, em particular, a dor cronica.

Para ultrapassar as dificuldades enumeradas, criamos um método inovador que permite a rapida e eficaz
deteccao de neurénios em conexao sinaptica. A combinacao do registo electrofisiologico em whole-cell com
uma estimulacao focal em cell-attached, ambas modalidades da técnica patch-clamp, serviram para estudar
os neurotransmissores e receptores envolvidos em cada conexao sinaptica e assim identificar a natureza
excitatoria ou inibitéria de cada neurénio pré-sinaptico.

Palavras-chave: Substantia gelatinosa. Conexdes sinapticas. Electrofisiologia. Patch-clamp. Rato. Medula
espinal.

Abstract

Substantia gelatinosa (SG, lamina ) is a spinal cord region where most primary afferent fibres responsible
for the nociceptive transmission terminate and the central nociceptive processing begins. It is formed by
several distinct groups of interneurons whose functional properties and synaptic connections are poorly
understood, since probability of finding connected SG neurons is very low. Recording the activity of con-
nected SG pairs of neurons is, therefore, a challenge and this knowledge is essential for better understand-
ing the mechanisms associated to nociception and chronic pain.

Here, we describe a novel method which combines the whole-cell and the focal cell-attached-modes of the
patch-clamp technique. This new methodology allows the successful finding of synaptically coupled neurons
in rat spinal cord slices and identification of their inhibitory or excitatory nature.

Key words: Substantia gelatinosa. Synaptic connections. Electrophysiology. Patch-clamp. Rat. Spinal cord.
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Introducéao

A substantia gelatinosa (SG) € a regido onde termi-
nam a maioria das finas fibras C e Ad (Rethelyi M, 1977,
LaMotte C, 1977; Light AR, Perl ER, 1977; Sugiura Y,
et al., 1986) e, portanto, &€ um elemento chave no sis-
tema de processamento nociceptivo. As diversas mo-
dalidades sensoriais na SG sao codificadas pelos tipos
de terminais aferentes, propriedades intrinsecas de
disparo de potenciais de ac¢éo e conectividade sinap-
tica dos seus interneuronios (Brown AG, 1981; Cervero
F, 1987; Willis WD, Coggeshall RE, 1991).

Sabe-se muito pouco acerca das conexdes sinap-
ticas formadas pelos neurénios da SG com distintas
propriedades de disparo de potenciais de acc¢éo.
Este conhecimento €, todavia, critico dado que a ac-
tividade de disparo neuronial e a forca das sinapses
estéo relacionados. Com efeito, a modificagéo depen-
dente de actividade da forca sinaptica, ou plasticida-
de sinéptica, € uma propriedade essencial das redes
neuronais (Malenka RC, Nicoll RA, 1999; Malenka RC,
Bear MF, 2004; Turrigiano GG, Nelson SB, 2004; Lis-
man J, Spruston N, 2005) e tem um papel-chave no
processamento nociceptivo e desenvolvimento da dor
crénica (Woolf CJ, Salter MW, 2000; Ji RR, et al., 2003;
Salter MW, 2005). Assim, o padr&o de disparo de um
neurénio pode determinar a eficiéncia das suas cone-
xdes funcionais e, em Ultima andlise, a sua contribui-
¢do para a actividade em rede. Portanto, € essencial
identificar as diferentes modalidades de disparo dos
interneurénios da SG assim como as suas conexoes
sinapticas no corno dorsal espinal, de forma a melhor
compreender 0 modo de processamento da informa-
¢éo nociceptiva nesta regido. Tal investigacéo baseia-
se na identificacdo de pares de neurénios monossi-
napticamente conectados. Contudo, esta é uma
tarefa dificil se se usar o modo convencional de re-
gisto da técnica patch-clamp, uma vez que a proba-
bilidade de se encontrarem neur6nios em conex&ao
monossinaptica nas fatias do corno dorsal superficial
espinal é muito baixa (Lu e Perl, 2003). De facto,
apesar de alguns estudos terem providenciado uma
primeira visdo da arquitectura da rede neuronal da SG
e mostrado que os seus interneurénios formam circui-
tos excitatérios e inibitérios especificos na prépria SG
e na lamina | (Lu Y, Perl ER, 2003 e 2005), o nimero
total de registos actualmente disponiveis é ainda bas-
tante limitado.

De forma a ultrapassar estas dificuldades, neste
trabalho, criamos uma diferente forma de aproxima-
¢éo que combina o registo em whole-cell do neurénio
pds-sinaptico com a estimulagéo em cell-attached do
neuronio pré-sinaptico. Este método permite uma efi-
ciente identificag&o das conexdes monossinpticas
dos interneurdnios excitatérios e inibitérios da SG.

Metodologia
Material bioldgico

Os registos electrofisioldgicos foram feitos a partir
de fatias transversais e parassagitais de 200 ou 300
um preparadas a partir do alargamento lombar da
medula espinal de ratos com idades compreendidas

entre as 2-7 semanas. Ap6s a anestesia por injeccdo
intraperitoneal de pentobarbital de sédio (30 mg/kg™),
a coluna vertebral foi rapidamente cortada e imersa
numa solucao artificial gelada e oxigenada de liquido
cefalorraquidiano (LCR). O segmento de 5-7 mm do
alargamento lombar foi extraido e dele foram obtidas
as fatias posteriormente submetidas a incubacdo no
LCR a 33 °C, durante 40-60 minutos. A SG foi identifi-
cada como uma banda transltcida de cerca de 60 pm
de espessura no corno dorsal, enquanto a camada
marginal de 20 um foi considerada como lamina |.

Solugdes

O LCR continha (em mM): NaCl 115, KCI 3, CaCl,
2, MgCl, 1, glucose 11, NaH,PO, 1, NaHCQO, 25, glu-
cose 11 (pH 7,4 quando borbulhado com uma mistu-
ra de 95-5% 0,-CO,). O MgCl, foi excluido do LCR
usado nos registos para evitar o possivel bloqueio das
correntes poés-sinapticas dependentes dos receptores
NMDA, a potenciais préximos do potencial de repou-
so membranar. A solucdo da pipeta de registo conti-
nha (em mM): KCI 3, gluconato de K 150,5, MgCl, 1,
BAPTA 1 e HEPES 10 (pH 7,3 ajustado com KOH, a
[K*] final foi de 160,5 mM). O potencial reverso teori-
co para os iGes de CI~ (E) foi de -81 mV.

Registo electrofisioldgico

As pipetas de registo foram puxadas a partir de
tubos de borossilicato e polidas pelo calor para atin-
girem a resisténcia final de 3-5 MQ (pipetas de esti-
mulagao intracelular) ou 13-27 MQ (pipetas de estimula-
cao extracelular). A técnica de patch-clamp de duplo
eléctrodo foi usada em todas as experiéncias. O cir-
cuito de seguimento de voltagem do amplificador foi
aplicado nos registos em corrente-controlada. A fre-
guéncia de digitizacao foi sempre de 10 kHz. Todos
0s potenciais foram compensados directamente antes
da formacgé&o do gigaseal (contacto de elevada resis-
téncia entre a célula e a pipeta de registo, na gama
dos GQ). Os potenciais de juncéo de liquidos foram
calculados e corrigidos em todas as experiéncias. A
resisténcia em série, determinada no modo de regis-
to em corrente-controlada, a partir da alteracdo de
voltagem instantanea produzida pela injec¢cdo de um
passo de corrente, nao excedeu os 14 MQ.

Resultados e discussao

Para testar a eficiéncia da técnica que aqui se
apresenta, foram previamente levadas a cabo experi-
éncias em que a utilizagéo simultanea de dois eléc-
trodos em corrente-controlada permitiu registar a ac-
tividade intracelular do neurénio estimulado por uma
pipeta extracelular (Fig. 1) (n = 12).

A medida que a pipeta de estimulacéo extracelular
se aproximava da célula, podiam registar-se os arte-
factos de estimulagdo no modo de registo whole-cell,
mas a despolarizagdo membranar era muito pequena.
Quando a pipeta extracelular era colocada em contacto
directo com a célula, de forma a estimulé-la através de
um pulso de corrente de 100 nA (maxima amplitude
de corrente que é possivel gerar no amplificador) du-
rante 1 ms a uma frequéncia de 1 Hz, os artefactos de
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Figura 1. Estimulacao focal em cell-attached. Em
experiéncias-controlo um neurdnio é estimulado
extracelularmente, enquanto se regista intracelularmente
a sua actividade. A estimulagao é feita por injeccdo

de 100 nA de corrente durante 1 ms a uma frequéncia de
1 Hz. O simples toque da célula por parte da pipeta ndo
origina qualquer potencial, sendo visiveis apenas os
artefactos de estimulagdo. A aplicagdo de uma leve
pressdo negativa é suficiente para que seja gerado um
potencial de acg¢ao (seta). Os tragcos mais a direita
correspondem aos registos extra e intracelulares
sobrepostos.

estimulagéo aumentavam mas a despolarizacdo mem-
branar era ainda insuficiente para excitar o neurénio.
Apenas a aplicacdo de uma leve pressdo negativa no
eléctrodo de estimulacdo mostrou ser eficaz na gera-
cao de um potencial de accéo, para cada pulso de
estimulacéo. Se o contacto entre a célula e a pipeta
deixasse de existir, entdo aquela ndo mais respondia
com picos de potenciais de accdo a aplicacdo de
corrente extracelular. Uma Unica pipeta de estimulacao
pbde ser usada para estimular varios neurénios. A
forma dos picos de potenciais de ac¢do assim activa-
dos foi semelhante aquela normalmente observada no
primeiro pico de um registo do padrao de disparo de
potenciais de accéo por injeccédo directa de corrente
intracelular (picos sobrepostos na figura 1).

A utilizacao deste método permitiu o registo de picos
de potenciais de acgao em todos 0s grupos celulares,
concluindo-se que esta técnica de estimulagéo é fidvel
e, pela primeira vez, é possivel estimular especifica e
extracelularmente um Unico neurénio.

A identificacdo dos neurénios sinapticamente liga-
dos e a classificacdo das células como excitatérias
ou inibitérias foi feita segundo o protocolo experimen-
tal representado na figura 2.

Engquanto o neurénio poés-sinaptico localizado nas
laminas I-Ill foi mantido a =80 mV, a segunda pipeta
de registo (extracelular) foi posta em contacto com o
potencial neurdnio pré-sinaptico, presumivelmente lo-
calizado na SG. Em seguida, aplicou-se pré-sinapti-
camente uma ligeira pressao negativa enquanto um
comando voéltico alterou o potencial membranar do
neurénio pés-sinaptico para -100 mV e —-60 mV (cada
um com a durac&o de 100 ms), retornando posterior-
mente a —-80 mV. No neurdnio pré-sinaptico injectaram-
se extracelularmente 100 nA de corrente, 30 ms apds
cada mudanca voéltica pés-sinaptica, de forma a asse-
gurar que as respostas pos-sinapticas nao eram meros
artefactos causados pela alteragédo de potenciais. No
caso dos neurdnios estarem em conexao sinaptica, as
respectivas respostas eram registadas no neurénio
pos-sinaptico a trés diferentes potenciais (-100, —60 e
-80 mV) a uma frequéncia de 10 Hz (100 ms de in-
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Figura 2. Procedimento experimental usado para a
identificagdo dos neurdnios excitatorios e inibitorios. As
correntes pds-sinapticas (IP°S) foram registadas no
neurénio pos-sindptico em voltagem-controlada a —100,
—60 e —80 mV (cada potencial aplicado durante 100 ms,
Vom pss) €NQuanto o neurdnio pré-sinaptico € focalmente
estimulado a intervalos de 100 ms (I, p.).

tervalo entre estimulacées). Os registos mostrados em
todas as figuras contém apenas os artefactos de es-
timulagéo e as correntes pos-sinapticas.

A actividade do neurénio pos-sinaptico foi regista-
da em corrente-controlada, modo através do qual se
observaram 0s potenciais excitatérios e inibitérios.
Consideraram-se neurénios excitatérios aqueles em
que a estimulacéo da célula pré-sinaptica evocou a
geragéo de correntes inward (com entrada de cargas
positivas) a =100, =60 e —-80 mV. Por sua vez, foram
considerados neurénios inibitérios aqueles em que a
estimulagéo pré-sinaptica evocou a geragao de cor-
rentes pés-sinapticas inward a -100 mV, outward (sa-
{da de cargas positivas, ou entrada de cargas nega-
tivas) a-60 mV e negligenciaveis a -80 mV (dado que
este € um potencial proximo do E,= -81 mV).

Em oito casos, as conexdes excitatérias foram ainda
identificadas com base nos potenciais pds-sinapticos
registados no modo de corrente-controlada (Fig. 3).

Para os dois tipos de conexdes sinapticas, foram
apenas estudadas as respostas monossinapticas, ou
seja, com uma baixa percentagem de falhas para as
trés estimulacdes a diferentes potenciais e com uma
laténcia constante, por oposicéo as respostas polissi-
napticas com laténcias variaveis e falhas frequentes
(falhas ndo mostradas) (Fig. 4).

A classificacao das respostas sinapticas foi ainda
confirmada por testes farmacologicos especificos
para a determinacdo dos receptores envolvidos: as
correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS) foram
blogqueadas pelo antagonista de receptores para o
glutamato, CNQX (10 uM, n = 16) (Fig. 5), enquanto
as correntes inibitérias poésssinapticas (CIPS) foram
blogueadas pelo antagonista dos receptores glicinér-
gicos, estriquinina (1 uM, n = 6) (Fig. 6).

Segundo estes resultados, os transdutores da trans-
missao rapida das sinapses excitatérias deverdo ser 0s
receptores AMPA e/ou quinato, uma vez que as corren-
tes pods-sinapticas sdo completamente bloqueadas pelo
CNQX. Os receptores quinato tém sido implicados na
transmisséo sinaptica associada com a informacéo afe-
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Figura 3. Resposta pds-sindptica excitatdria. Os tragcos
em corrente-controlada mostram potenciais excitatorios
pOs-sindpticos (PEPS) a diferentes potenciais de
membrana. O momento de estimulacao extracelular do
neurdnio pré-sindptico estd assinalado por uma seta.
Note-se que é necessdria uma substancial
despolarizagdo membranar do neurdnio pds-sindptico
para que os PEPS atinjam o limiar para a geragdo de
um potencial de acgéo.

monosindptica

Figura 4. Comparacédo das respostas mono e
polissindpticas. A conexdo monossindptica, cinco pulsos
consecutivos a —100 mV com intervalos de 1,5 s. A
conexdo polissindptica, trés pulsos ndo consecutivos

a —100 mV (falhas ndo mostradas).

rente via fibras A8 e C para a SG (Youn DH, Randic M,
2004) e na modulagao da libertacdo de neurotransmis-
sor (Engelman HS, MacDermott AB, 2004). Nas nossas
condicbes experimentais de estimulacdo de baixa in-
tensidade, a activacdo dos receptores sinapticos do
quinato &, no entanto, improvéavel, uma vez que aqueles
requerem uma estimulacéo de alta intensidade para
serem activados (Frerking M, et al., 1998; Lee CJ, et al.,
2004), para além de que as correntes sinapticas me-
diadas pelos receptores do quinato séo lentas em ci-
nética (Frerking M, et al., 1998; Cossart R, et al., 2002).
Assim, 0s nossos resultados sdo consistentes com o
envolvimento dos receptores AMPA e com as observa-
¢cOes de outros grupos que mostram que este tipo de
receptores de glutamato sé&o altamente expressos nas
sinapses do corno dorsal superficial (Tachibana M, et
al., 1994; Tolle Tr, et al., 1995; Petralia Rs, et al., 1997)
e modulam a plasticidade sindptica espinal e a dor
inflamatéria (Hartmann B, et al., 2004).

Em relac&o aos neuronios inibitorios, € mostrado que
estes libertam glicina actuando nos receptores sensi-
veis a estriquinina. Isto esta de acordo com as obser-
vacles de que as mini-CIPS espontaneas nos neuré-
nios da lamina | s&o quase exclusivamente mediadas
pelos receptores de glicina sensiveis a estriquinina
(Chéry N, De Koninck Y, 1999). Para além disto, a

média da constante temporal de decaimento das CIPS
(5 ms) aqui obtida estd em concordéancia com a das
CIPS mediadas pelo receptor da glicina nos neurénios
das laminas I-Il (Chéry N, De Koninck Y, 1999).

Em cinco experiéncias-controlo, apés a identifica-
cao da conex&o sinaptica, foram estabelecidos dois
contactos intracelulares simultdneos com 0s neurd-
nios pré e pos-sindpticos de forma a confirmar a es-
pecificidade do método de estimulagéo extracelular
descrito (Fig. 7).

Nestes casos, o registo pds-sinaptico era mantido,
enquanto a pipeta extracelular era substituida por
outra destinada a registar a actividade pré-sinéptica
no mesmo modo de registo da célula pds-sinaptica.
Em todas as cinco conex0es, o potencial de accéo
gerado no neurénio pré-sinaptico por injeccao directa
de corrente foi seguido pela respectiva corrente pos-
sinaptica. Os atrasos temporais e a cinética das cor-
rentes pos-sinapticas assim registadas foram indistin-
guiveis daqueles observados, aquando da utilizacdo
do método de estimulacao extracelular.

Estas consideracdes atestam, pois, a especificida-
de e fiabilidade deste método que se revela util no
estudo da organizacao dos circuitos neuronais na SG,
importante para esclarecer 0s mecanismos do pro-
cessamento nociceptivo.

controlo D-AP5 CNQX recuperagao
| 30 pA

20 ms

Figura 5. Teste farmacoldgico para identificacdo de conexbes excitatorias. As correntes excitatorias pos-sindpticas
(CEPS) sdo mostradas no controlo e na presenga de 50 uM de D-AP5 e 10 uM de CNQX.
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Figura 6. Teste farmacoldgico para identificacdo de conexdes inibitdrias. As correntes inibitorias pos-sindpticas (CIPS)
sao mostradas a —100 mV (em cima) e —60 mV (em baixo) no controlo e na presenga de 1 uM de estriquinina e 100 uM
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