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José Manuel Castro Lopes

Mensagem do Presidente da APED

Apesar de ter cessado fungbes como presi-
dente da APED ha algum tempo, o atraso «cro-
nico» da publicagcdo da nossa revista faz com
que esta pagina ainda seja da minha autoria
(pela ultima vez e com a concordancia do novo
presidente da APED), aproveitando esta oportu-
nidade para fazer um balan¢o dos dois manda-
tos que acabei de cumprir.

Quando o principal responsavel pela criagdo
da APED, e até entéo seu presidente, Dr. Nestor
Rodrigues, me «empurrou carinhosamente» para
a candidatura a presidéncia da APED, estava
bem ciente do enorme desafio que isso repre-
sentava. Como ndo me canso de dizer, sou um
mero cientista basico, com muito pouca experi-
éncia clinica, enquanto a esmagadora maioria
dos associados da APED exercem actividade
clinica (médicos, enfermeiros e psicologos), e os
principais objectivos da APED relacionam-se
com a actividade assistencial. Foi pois hecessa-
rio rodear-me de de pessoas com diferentes ex-
periéncias, sensibilidades e formas de encarar
0s problemas, que constituiram uma equipa co-
esa, renovada a meio do percurso. Tudo aquilo
que a APED foi e fez nestes ultimos seis anos
resultou de um verdadeiro trabalho de equipa,
cabendo-me a mim, por forca das circunstan-
cias, o0 papel de coordenador e porta-voz das
decisdes colegiais. Quero pois iniciar este balan-
co final manifestando a minha profunda gratidao
a todos os elementos dessa equipa fantastical

E sempre muito dificil ser juiz em causa pro-
pria, pelo que a melhor forma de efectuar uma
auto-avaliacao das actividades da APED nos ul-
timos seis anos sera através da comparacao
daquilo que nos propusemos fazer quando fo-
mos eleitos, com aquilo que realmente fizemos.
Assim, no plano de accéo que apresentamos
constava:

— «Proceder a revisdo dos estatutos da Asso-

ciacdo de modo a adequa-los a legislacéo
em vigor e regulamentar a eleicao dos seus
corpos administrativos».
A reviséo foi efectuada e aprovada em As-
sembleia Geral. Infelizmente, s6 recentemen-
te tivemos conhecimento que é necessario
proceder ao registo notarial da alteracdo, o
que ira ser efectuado pela actual direccéo.

— «Solicitar a concesséo do estatuto de Asso-
ciacdo Cientifica sem fins lucrativos e pro-
ceder ao registo da sigla e do logotipo».
Este foi um objectivo sucessivamente adia-
do, talvez devido a alguma «aversao» pelas

burocracias, mas que sera finalmente con-
cretizado pela actual direcgéo.

«Prosseguir a politica de angariagéo de no-
VOs socios para que a APED possa congregar
um numero cada vez maior de pessoas de
diversas areas empenhadas na investigacéo,
ensino e assisténcia no ambito da dor».

O numero de soécios tem vindo a aumentar,
apesar de recentemente se ter procedido
ao cancelamento dos socios que nao paga-
vam cotas regularmente ha varios anos, na
sequéncia de uma decisdo aprovada em
Assembleia Geral.

«Dar maior visibilidade a APED, nomeada-
mente através da presenca de cartazes e
panfletos em todos os eventos relacionados
com a dor e areas afins, e da divulgacéo na
comunicagao social dos eventos realizados
pela APED».

Foi possivel projectar o nome da APED a
nivel nacional, sobretudo pelo impacto nos
orgéos de comunicagao social dos eventos
organizados no Dia Nacional de Luta Contra
a Dor e no Dia Mundial e Semana Europeia
Contra a Dor.

«Criar uma pagina na internet com informa-
¢céo sobre a APED e ligagao a outras enti-
dades nacionais e internacionais relaciona-
das com a dor».

Este objectivo foi plenamente atingido, com
0 generoso patrocinio da Grunenthal. Ver
em www.aped-dor.org.

«Manter a publicagé&o regular da revista
Dor».

A publicacdo da revista manteve-se, com o
indispensavel patrocinio de varias empresas
farmacéuticas (que actualmente incluem ape-
nas a Janssen-Cilag, Grunenthal e Pfizer),
mas a sua regularidade ndo foi a desejada,
muito particularmente apds a saida do seu
anterior director-executivo, Dr. José Manuel
Caseiro. Ha pouca tradicado no nosso meio
de escrever artigos cientificos ou de revisé&o
e é muito dificil «obrigar» pessoas, muitas
vezes sobreocupadas, a cumprir 0s prazos
de entrega a que se comprometeram. Este
€ um problema que ndo tem solucdo facil,
mas espero que a nova direccdo da APED
0 consiga ultrapassar de uma forma muito
mais eficaz que a direcgao cessante.
«Realizar anualmente a ceriménia comemo-
rativa do Dia Nacional de Luta Contra a Dor
(14 de Junho)».

« DOR
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Todos os anos foram promovidos eventos
para assinalar o Dia Nacional de Luta Con-
tra a Dor, alguns com maior impacto medi-
atico (como as Corridas Contra a Dor ou os
Concursos de Desenhos Infantis), outros de
caracter mais educacional/cientifico.

— «Promover ou apoiar reunibes cientificas
nacionais organizadas pela APED ou pelos
seus associados».

A APED organizou, sozinha ou em associacéo
com outras associacfes cientificas, diver-
sas reunides/encontros/congressos e con-
cedeu o patrocinio cientifico a muitas ou-
tras. Além disso, os elementos da direc¢éo
da APED responderam sempre afirmativa-
mente aos convites que outras associa-
¢oOes/sociedades lhes fizeram para intervir
nas reunides por elas organizadas. De sa-
lientar ainda a candidatura que a APED
apresentou a EFIC para que o Congresso
Europeu de Dor Pain in Europe VI se realize
em Lisboa em Setembro de 2009, a qual
viria a ser aprovada no conselho da EFIC.

— «Apoiar a participacdo dos associados da

APED em reunides cientificas internacio-
nais».
Felizmente, as empresas farmacéuticas de-
sempenham este papel de forma muito ac-
tiva, pelo que esta foi uma iniciativa que a
direccédo da APED, face aos seus parcos
recursos economicos, nao levou a cabo,
para além do indispenséavel apoio a partici-
pacdo nas reunides institucionais com as
suas congéneres internacionais.

— «Prosseguir o trabalho conducente a apro-

vagdo do Plano Nacional de Luta Contra a
Dor e dar todo o apoio solicitado para que
se promova a sua aplicacao pratica».
A APED respondeu a todas as solicitacbes
da Direccao-Geral da Saude neste ambito,
o presidente da APED aceitou coordenar a
Comissao de Acompanhamento do Plano
Nacional de Luta Contra a Dor. Sobre a apli-
cacédo do Plano, ja me pronunciei suficien-
temente no numero anterior da revista.

— «Apoiar a realizacdo de um estudo epide-
mioldgico sobre a prevaléncia da dor créni-
ca em Portugal».

Esse estudo estd em curso, a cargo de um
grupo de investigadores da Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto, com o
apoio da APED e o patrocinio das mesmas
empresas farmacéuticas que apoiam a pu-
blicac&do da revista Dor. Além disso, deu-se
inicio a um estudo sobre Dor Aguda Pds-
Operatéria, cuja fase preliminar esta con-

clufda e que aguarda financiamento para se
concretizar.

— «Realizar um inquérito sobre o0 ensino pré
e pos-graduado nas instituicdes universi-
tarias».

O inquérito foi realizado e os resultados foram
desanimadores, conforme ja tive ocasiao de
revelar publicamente.

— «Estudar a possibilidade de serem elabo-
radas e publicadas recomendacdes gené-
ricas para uma boa pratica clinica no ambi-
to da dor».

Recentemente, um grupo de peritos convi-
dados pela APED elaborou recomendagdes
para a prescricdo de opidides na dor nao-
oncolodgica, tendo como base as recomen-
dacdes internacionais ja existentes. As reco-
mendacdes foram aprovadas pela Comissdo
de Acompanhamento do Plano Nacional de
Luta Contra a Dor, aguardando-se a sua
publicacéo pela Direccao-Geral da Saude.

— «Prosseguir o debate sobre a eventual cria-
cao de uma subespecialidade ou compe-
téncia em Algologia/Medicina da Dor».
N&o apenas se prosseguiu o debate como
se logrou concretizar a Competéncia em
Medicina da Dor. Sobre este assunto tam-
bém j& me pronunciei em anteriores edi-
¢coes da revista.

Claro que a actividade da direccédo da APED
ndo se esgotou em atingir estes objectivos, mas
seria fastidioso estar aqui a enumerar todas as
iniciativas que foram tomadas durante os Ultimos
seis anos e que constam dos relatérios de acti-
vidades anuais (o ultimo dos quais disponivel no
sitio da APED na internet). Posso apenas afirmar,
sem falsa modéstia, que fomos tdo longe quan-
to pudemos e soubemos em quase tudo aquilo
a gue Nos propusemos, € que sinto algum orgu-
lho pelo que logramos alcancar, salientando e
agradecendo mais uma vez a indispensavel co-
laborac&o de muitos sécios da APED, para além
dos elementos da direccéo.

Termino desejando o maior éxito aos elemen-
tos da direccao da APED que nos sucederam,
e em particular ao seu Presidente, Dr. José Ro-
m&o. Porque o fiquei a conhecer bem durante
0S anos em que servimos conjuntamente a
APED, estou certo que a associagdo passara
por um periodo de grande progresso, pois sera
liderada por uma pessoa muito empenhada, ex-
tremamente competente e totalmente dedicada
a causa de todos nds, plasmada nos estatutos
da APED: promover o estudo, ensino e divulga-
¢do dos mecanismos fisiopatoldgicos, meios de
prevencao, diagnostico e terapéutica da dor.
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Analgesia Preventiva, ao Teste do Formol,
por Terapia Laser em Ratinhos

Daniel Humberto Pozza', Marilia Gerhardt de Oliveira?,
Jodo Batista de Macédo Sobrinho?® e Nelson Ribeiro Neto?

Resumo

10 ratinhos divididos em dois grupos:

Abstract
into two groups:

- C: control laser irradiation (334 s).

Esta investigacdo avaliou o efeito analgésico da terapia /laser em tecidos integros do coxim plantar de

- L: irradiagdo com /aser (665 nm, 30 mW, 10 J/cm?, 334 s).

— C: simulacdo com aparelho /aser desligado (334 s).

Apds a aplicacao laser, os ratinhos continuaram imobilizados para injeccao de formol, no coxim plantar da
pata irradiada. Mediu-se, durante 30 minutos, com intervalos de cinco minutos, o tempo que cada animal
permaneceu com a pata estudada elevada. Os resultados demonstraram diferencas estatisticamente signifi-
cativas em todos os tempos avaliados, sendo melhores para o grupo laser.

Palavras-chave: Terapia /aser. Medicao da dor. Analgesia.

The present research assessed the analgesic effect of the laser therapy in healthy tissues of 10 mice divided
- L: red laser irradiation (665 nm, 30 mW, 10 J/cm?, 334 s).

After laser therapy formalin solution was injected on the same paw, the animal was placed in a transparent
box and observers recorded the paw rose time during 30 minutes. The results showed statistical difference
and red laser presented better results in all times. (Dor. 2007;15(2):5-8)

Corresponding author: Daniel Humberto Pozza, dhpozza@med.up.pt

Key words: Laser therapy. Pain measurement. Analgesia.

Introducéo

A terapia laser € um tratamento n&o-invasivo,
bem aceite por pacientes, efectivo para uma
grande variedade de dores agudas e cronicas,
com auséncia de efeitos colaterais. O mecanis-
mo de atenuacé&o da dor esta correlacionado a
alteracdo da concentracé&o de prostaglandinas,
encefalinas, serotonina, endorfinas e da cicloxi-
genase's.

'Doutor em Medicina Dentaria

Instituto de Histologia e Embriologia

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, Portugal
2Doutora em Medicina Dentaria

Pontificia Universidade Catdlica

do Rio Grande do Sul, Brasil

3Doutor em Medicina Dentaria

Nucleo Salvador Funorte/lappem, Brasil

E-mail: dhpozza @ med.up.pt

Estudos clinicos em pacientes saudaveis com
laser HeNe (632,8 nm e 20 s)* e com o laser
GaAlAs (830 nm, 140 mW e 6 J/cm?)® verificaram
um decréscimo significativo na velocidade da
conducé&o do impulso nervoso. O laser HeNe na
densidade de energia de 7 J/cm? aumenta o
potencial de accao do nervo cigtico de rés, pro-
movendo a reducdo da conducédo do impulso
nervoso®. Esta reducdo decorre das mudancas
neuronais reversiveis tais como: varicosidades neu-
ronais, diminuigdo do potencial de membrana e
da producgéo de ATP mitocondrial’.

A terapia laser € um método efectivo, em curto
periodo de tempo, na reducédo da dor muscular
cronica. Este facto deve-se ao efeito anti-inflama-
tério, na reducéo da sintese de prostaglandinas,
inibicdo da prostaciclina, aumento da circulagéo
sanguinea, accao nervosa periférica e efeitos
analgésicos® 2.

O aumento no fluxo vascular apds a terapia
laser € um importante factor na reducao da dor

o DOR
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Figura 1. Representacao gréfica, em barras, da distribuicdo das médias dos tempos, em minutos (eixo y), de acordo
com o grupo e o periodo de estudo (eixo x). L: laser vermelho; C: controle.

devido ao aumento da oxigenacéao, da drena-
gem linfatica, da actividade de neutrofilos,
macrofagos e fibroblastos, bem como o maior
metabolismo de células em défice ou danifi-
cadas?'318,

A injeccao de solug&o de formol, em concen-
tracOes acima de 2%, na pata de ratos produz
duas fases comportamentais nociceptivas. A pri-
meira fase, até cinco minutos, € resultado da
activacao de fibras aferentes periféricas promo-
vendo a liberacéo de péptidos pro-inflamatérios,
como bradicinina e da substéncia P, levando ao
estimulo doloroso. Ja a segunda fase, entre 15 e
30 minutos, deve-se aos mediadores da inflama-
cao, através da liberacdo de histamina, seroto-
nina, prostaglandina e bradicinina; e/ou hiper-
sensibilizacdo da medula espinal induzida na
primeira fase'9-24,

Esta investigacdo objectivou verificar a accéo
analgésica da terapia laser sobre tecidos inte-
gros do coxim plantar de ratinhos, previamente
a injeccéo de solucéo de formol a 2%.

Metodologia

O modelo animal foi o ratinho macho, suico,
com peso variando entre 37 e 41 g, clinicamen-
te sadio. Os animais foram alimentados com
dieta sdlida e agua ad libidum, sendo suspensas
no dia do experimento, quando foram seleccio-
nados aleatoriamente e divididos em dois gru-
pos distintos, com cinco animais.

No grupo L, foi usado o laser diodo vermelho,
com comprimento de onda de 660 nm, poténcia
de 30 mW, no modo pontual, por contacto e
emissdo continua. A densidade de energia foi
de 10 J/cm?, com um tempo total de 334 s e
diametro do feixe laser de 3 mm. A aplicacéo
realizou-se no centro do coxim plantar dos rati-
nhos. No grupo C, a ponteira do laser foi posi-
cionada da mesma forma que no grupo L, ou

seja, sobre o coxim plantar, e mantida pelo mes-
mo tempo (334 s). Porém, o aparelho esteve
desligado, o que configurou, desta forma, o gru-
po controlo.

Imediatamente apds a retirada da ponteira do
laser, foram administrados, no tecido subcuta-
neo, 30 ul de solucao estéril de formol a 2%
neste mesmo coxim. Logo apdés a remocéo da
agulha, o animal foi colocado em uma caixa de
20 cm? de assoalho, com 40 cm de altura, ten-
do ao fundo um espelho e vidro transparente
nas laterais a fim de facilitar a visualizagédo das
patas.

Um observador e um aferidor mediram o
tempo em que cada ratinho permaneceu com
a pata direita elevada. Para as aferic6es foram
usados dois crondémetros: o primeiro era ac-
cionado toda vez que o animal elevasse a pata
e interrompido assim que a mesma entrasse
totalmente em contacto com o assoalho espe-
Ihado da caixa. O segundo cronémetro regis-
tou 30 minutos ininterruptos, nos quais, a cada
cinco minutos anotaram-se os valores parciais
acumulados.

Resultados

Realizou-se o teste Mann-Whitney (two-tailed
P value) no qual se verificou diferenca estatisti-
camente significativa (p = 0,0079) entre os gru-
pos laser e controlo, para todos os periodos
parciais acumulados. Para melhor visualizac&o
dos resultados, utilizaram-se as médias e o0s
desvios-padrao para confeccionar o grafico de
barras (Fig. 1).

Discussao

A solucédo de formol utilizada apresentou-se
diluida a 2%, pois concentracdes abaixo de 2%
podem n&o ser eficazes na inducdo dolorosa
em ratinhos'®?'. A densidade de energia de
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10 J/cm? estd de acordo com outros traba-
lhos?526, Moore, et al.?® obtiveram resultados
positivos com esta dosagem no crescimento
celular quando utilizaram o comprimento de
onda na faixa do vermelho e uma inibicdo de
fibroblastos no comprimento de onda infraver-
melho. Nesta investigacao utilizou-se o laser no
comprimento de onda vermelho. Ebert e Ro-
berts® utilizaram 7 J/cm? e obtiveram bons re-
sultados somente com o laser infravermelho.
No entanto, realizaram a irradiagao directamen-
te sobre o tecido nervoso, n&o havendo interfe-
réncia dos estratos celulares de estudos in vivo
como na presente investigacdo. Deve-se con-
siderar ainda a influéncia de outros factores tais
como a espessura dos tecidos do animal, o
grau de interferéncia optica por pigmentos en-
dégenos e a presenca de um constante fluxo
sanguineo, dentre outros.

Quando mal conduzidas, altas densidades de
energia podem provocar danos aos tecidos?. Ja
as baixas densidades de energia podem nao
trazer efeitos biolégicos aos tecidos irradiados,
como verificaram Nunez, et al."® ao avaliar os
efeitos do laser HeNe na microcirculacéo de ra-
tos com apenas 1 J/cm?. Utilizou-se 10 J/cm? em
que, a 30 mW de poténcia, demora um tempo
aproximado de cinco minutos, sendo clinica-
mente viavel.

Sabe-se que a terapia laser promove um au-
mento da sintese e da liberagcdo de endorfina,
bem como uma diminuicdo da liberagdo de
transmissores nociceptivos, como a bradicinina
e a serotonina’3. No entanto, estes mecanismos
dificilmente actuaram na reducao da dor deste
estudo devido a uUnica aplicacé&o e ao curto pe-
riodo de avaliacdo, imediatamente apds a apli-
cacao do /aser terapéutico.

Acredita-se que a reducéo da conducdo do
impulso nervoso pela terapia /aser tenha sido um
dos mecanismos na reducéo da sensacéo algi-
ca apresentada pelos ratinhos. Esta afirmativa
baseou-se em estudos que constataram uma
estabilizacdo da membrana celular, regulando a
transmissédo do impulso nervoso. Tal regulacéo
evita a despolarizacao promovendo uma eleva-
cao significativa da laténcia nervosa. Com uma
reducéo na velocidade da conduc¢éo do impulso
nervoso, verifica-se, entdo, uma reducdo da
dor2*4‘7*14.

Outro pilar de fundamentac&do da reducéo
da dor nos animais irradiados, quando compa-
rado com o controlo, é o efeito vascular do
laser terapéutico. O aumento no fluxo sangui-
neo promove uma maior oxigenagdo, aumenta
a drenagem linfatica, a actividade de neutro-
filos, macrofagos e fibroblastos e o metabo-
lismo de células em défice ou danificadas,
sendo o responsavel por uma reducédo da dor
apoés 0s primeiros minutos de irradiacéo teci-
dua|3,10-12,14,15,17.

Diversas investigagdes'®1227 ytilizaram a te-
rapia laser como método de tratamento quando

a dor ja estava instalada. No presente estudo
constatou-se que a terapia laser pode ser usa-
da ndo somente em tecidos lesados ou em
défice nutricional, mas também em tecidos in-
tegros. Verificou-se ainda que este tratamento
pode ser usado nao apenas para a dor ja ins-
talada, mas também como um método preven-
tivo da dor.

Transpondo os resultados deste estudo para
a clinica, verifica-se que é possivel utilizar o
laser como precursor de uma anestesia infiltra-
tiva, administracdo de medicamentos, biopsias
ou procedimentos em que se realize uma pun-
cao por agulha. Os anestésicos topicos e as
mais diversas manobras séao utilizados para mi-
nimizar a sensacéo desconfortavel sofrida pelo
paciente. O laser terapéutico, por seus efeitos
nos tecidos integros, pode reduzir esse des-
conforto.

Concluiu-se que a terapia laser, previamente
a injeccao de solucao de formol a 2%, apresen-
tou efeitos analgésicos sobre os tecidos integros
do coxim plantar de ratinhos.
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Analgesia e Electroestimulacao Cutanea

Ana Teresa Gaspar’ e Filipe Antunes?

Resumo

O tratamento da dor é uma preocupacéo da Medicina actual e exige uma abordagem multidisciplinar. Dentro
dos recursos da Medicina Fisica e de Reabilitacdo, o TENS (transcutaneous electrical nerve stimulation) é
actualmente uma das modalidades de electroterapia mais usadas na analgesia. A seleccao criteriosa dos
parametros de prescricao de TENS é factor fundamental para maximizar o seu potencial analgésico. A efica-
cia numa vasta gama de contextos dolorosos aliada a uma boa tolerabilidade e escassos efeitos adversos,
tornam o TENS numa mais-valia da Medicina Fisica e de Reabilitacdo na complexa luta contra a dor.

Palavras-chave: Electroterapia. TENS.

Abstract

Pain management is one of the major concerns in Physical Medicine and Rehabilitation (PMR). Transcutane-
ous electrical nerve stimulation (TENS) is actually one of the most important therapeutic keys in PMR,
mainly when leading with Pain. In this article we revue the prescription of TENS, regarding the different pa-
rameters of use, in order to maximize the best results possible. TENS is a tolerable and secure therapeutic

key against Pain. (Dor. 2007;15(2):9-12)
Corresponding author: Filipe Antunes, antunes.filipe @netcabo.pt

Key words: Electrotherapy. TENS.

A dor é uma preocupacéo da Medicina actual
comum a clinicos e investigadores. Particular-
mente a dor cronica arrasta consigo um tremen-
do prejuizo da qualidade de vida e encargos
econdémicos e sociais muitas vezes dificeis de
suportar pelo individuo, pela sua familia e comu-
nidade e, em dultima instancia, por todos noés
enqguanto sociedade. O tratamento da dor quase
nunca ¢é facil e exige uma abordagem multidis-
ciplinar?.

Dentro dos recursos da Medicina Fisica e Re-
abilitacdo, a electroterapia tem propriedades e
accdes sobre 0 organismo humano que podem
ser usadas no tratamento da dor?. Ao contrario de
outros agentes fisicos (como o frio ou o calor),
que tém uma accédo predominantemente local
(tecidular), a electroterapia tem potencialidades
de modulagéo sistémica da dor3.

Designa-se por analgesia eléctrica a accao anal-
gésica produzida mediante a estimulacéo eléc-
trica do sistema nervoso periférico ou central?.

Interna Complementar de MFR
2Assitente Hospitalar de MFR

Hospital de Sao Marcos

Braga, Portugal

E-mail: medfisi@hsmbraga.min-saude.pt

A analgesia eléctrica periférica é considerada
uma das modalidades terapéuticas mais indcua
no tratamento da dor?.

Existem varios tipos de correntes eléctricas
com potenciais efeitos analgésicos. O TENS tem
gerado um interesse crescente nas Ultimas dé-
cadas, sendo actualmente a modalidade mais
utilizada quando se equaciona o uso de electro-
terapia no tratamento da dor, incluindo a dor
cronica®,

Os mecanismos exactos de actuacao do TENS
permanecem envoltos em alguma controvérsia,
mas a sua modulacao nas aferéncias sensitivas
dolorosas parece estabelecer-se a trés niveis®*:

— Bloqueio medular: as vias de conducgao ra-
pida (fibras AB e Ay) veiculando estimulos
sensoriais ndo-nociceptivos sdo prioritaria-
mente conduzidas e integradas a nivel me-
dular (na substancia gelatinosa de Rolando)
actuando por inibicao competitiva com as
fioras de conducao lenta transmissoras
da dor (sendo esta a base da teoria de
gate control postulada em 1965 por Mel-
zack e Wall)24,

— Bloqueio supra-segmentar: ha activagéao
dos sistemas inibitorios descendentes e
consequente libertacdo de opidides endo-
genos; um efeito adicional documentado é
0 aumento dos niveis plasmaticos de este-
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Figura 1. Num impulso rectangular (representado a
esquerda), partindo de zero, a intensidade cresce
rapidamente até um valor previamente definido, essa
intensidade é mantida por determinado periodo de
tempo, e depois decresce abruptamente novamente
até ao valor zero. Nos impulsos nao-rectangulares
(representados a direita), a sucessdo de eventos €
semelhante mas a subida e descida da intensidade
ocorre de forma progressiva, linear ou exponencial.

Al

réides (podendo este facto explicar o inte-
resse do TENS na aceleracéo de processos
de cicatrizacdo, nomeadamente no pds-
operatorio)* e de serotonina (0 que serve de
fundamento aos efeitos anti-espastico e anti-
emético descritos para o TENS*, para além
da modulac&o da dor uma vez que se tra-
ta de um mediador inibitorio)*.

— Blogueio antidromico?#°: a estimulag&o das
fibras Ad e C retarda a condugao do esti-
mulo nociceptivo e a sua integragao a nivel
medular.

O TENS pode ser uma possibilidade terapéu-
tica na dor praticamente em todos os contextos
etioldgicos?+5. A adequacéo das caracteristicas
fisicas do estimulo a usar em cada caso concre-
to é essencial para maximizar a sua eficacia
analgésicad.

Quanto aos parametros da corrente a ser
prescrita ha necessidade de definir:

— O tipo de corrente.

— A duracéo do impulso.

A frequéncia de estimulacéo.
A intensidade da corrente.

As correntes eléctricas podem ser classifica-
das consoante varios parametros?. Quanto a
sua polaridade, uma corrente € unidireccional se
a polaridade se mantém constante ou, quando
tal ndo se verifica, designa-se alterna®. No TENS
usam-se correntes alternas, sendo necessario
definir ainda a forma da corrente. As opcgdes
incluem correntes bifasicas/monofasicas e com
ondas rectangulares/nao-rectangulares?®.

A designacéo da forma de um impulso eléctrico
deriva da sua representagéo grafica? (Fig. 1).

Quando em ambos os podlos, positivo e nega-
tivo, a corrente apresenta uma onda rectangular
alterna, o estimulo é designado por bifasico?.
A onda bifasica diz-se nao-prevalente (simétri-
ca) quando a onda rectangular alterna tem o
mesmo valor, n&o existindo assim polaridade. Se
uma das componentes (negativa ou positiva)

A B
Figura 2. Impulsos bifdsicos (A) simétricos
e (B) assimétricos.

prevalece sobre a oposta, a onda bifasica diz-se
prevalente (ou assimétrica)?.

A escolha mais comum do tipo de corrente
para TENS recai sobre a corrente bifasica, rec-
tangular com onda assimétrica®®, que pelas
suas caracteristicas apresenta reduzidos efeitos
de polaridade, anulando praticamente os riscos
inerentes ao uso de uma corrente eléctrica (no-
meadamente o de queimadura). Tem efeito anal-
gésico mais prolongado, embora com o risco de
desenvolvimento de tolerancia*®. Contrariamente,
a corrente monofasica de ondas nao-rectangu-
lares, ndo sendo apolar, é pior tolerada e produz
alfivio da dor de menor duracao?®.

A duracédo do impulso pode variar entre 50 a
300 mseg?®. Quanto maior a duracgdo, maior €
a disponibilidade de recrutamento de unidades
motoras®. Este facto é pouco relevante quando o
TENS é usado com objectivos analgésicos, mas
assume importancia quando o uso tem outros
objectivos, nomeadamente o fortalecimento mus-
cular. A duracao de impulso mais frequentemen-
te utilizada anda na ordem dos 100 mseg?*5.

Ja a frequéncia de estimulagédo € um paré-
metro de relevo na prescricdo de TENS para
analgesia’.

As frequéncias baixas (entre 2 e 10 Hz) tém
como accao predominante a activacao das vias
inibitérias descendentes e a libertacdo de opidi-
des enddégenos*®7. Produzem analgesia prolonga-
da e com baixa tolerancia, podendo contudo pro-
vocar contracgfes musculares desconfortaveis.

As frequéncias altas (entre 80 e 150 Hz) actu-
am preferencialmente por bloqueio medular com
priorizacéo das vias de condugdo rapida. O efei-
to analgésico tem inicio rapido, mas pode haver
desenvolvimento precoce de fendmenos de to-
lerancia e perda de eficacia analgésica*®”.

A intensidade da corrente é outro parametro
subjectivo utilizado na prescricdo. Depende
do doente, pelo que tal implica a colaboracéo do
mesmo na aplicacdo de TENS. Para causar o mi-
nimo de desconforto ao doente quando se usam
frequéncias de corrente alta, a intensidade ini-
cial aplicada deve ser baixa de forma a transmi-
tir apenas sensacdes parestésicas confortaveis.
Noutras situacdes, em que necessitamos de in-
tensidades mais elevadas, vamos despertar no
doente sensac¢des claras de passagem de cor-
rente eléctrica mais ou menos desagradaveis, ou
mesmo, em condi¢cdes excepcionais e de curta



duracéo, contraccbes musculares e/ou fascicu-
lagbes?®°.

Definidos os parametros da corrente, pode-
mos considerar*®:

— TENS tipo C (conventional).

— TENS tipo A (acupuncture like).

TENS tipo B (burst).

O TENS tipo C utiliza correntes de alta fre-
guéncia e baixa intensidade de estimulo?®8. Tal
como anteriormente exposto, o uso de correntes
de maior frequéncia esta associada a inicio ra-
pido de accéo e possibilidade de acomodacéo
rapida pelo que a sua indicagéo tedrica é na dor
aguda*®. No entanto, na pratica é usado na
dor crénica pela sua excelente tolerabilidade.
As sessbes diarias podem ter duracao variavel
(desde 30 minutos até varias horas) consoante
a situacdo e o efeito produzido*®.

No TENS tipo A utiliza-se corrente de baixa
frequéncia, que actua preferencialmente por ac-
tivacdo dos sistemas inibitérios descendentes
com libertacédo de opidides enddégenos. A aco-
modacéo ¢ dificil e a duracdo da analgesia va-
lorizavel®58° mas tem pior tolerabilidade porque
pode provocar contracgdes musculares doloro-
sas?®. E usado como alternativa, quando o TENS
tipo C nédo ¢é eficaz em patologia subaguda ou
cronica®. O mecanismo de acc¢édo predominante
explica o interesse deste tipo de TENS na dor
crénica em doentes com baixos niveis endoge-
nos de endorfinas (como ocorre apdés consumo
prolongado de opidceos)q.

Existe um subtipo S, em que a emissédo dos
impulsos eléctricos é feita em salvas de cinco a
sete impulsos, que é habitualmente melhor tole-
rado. Tem indicacéo primaria na dor aguda de
origem traumatica®®.

O TENS tipo B utiliza correntes de alta fre-
guéncia. O efeito decorre principalmente da sua
accao antidromica, exigindo para tal estimulos de
breve duracao (30 seg) e de grande intensida-
de3%. Usado na dor intensa, aguda e localizada,
habitualmente € mal tolerado, havendo relatos
frequentes de crises hiperalgicas apés as ses-
sbes de tratamento3?®.

A resposta analgésica ao TENS é individuali-
zada. E necessaria uma prescricdo adequada a
cada caso e a cada individuo®®.

Existem comercializados varios modelos de
aparelhos de TENS mas a sua composicéo ba-
sica é semelhante: um estimulador (produtor de
corrente eléctrica), cabos de conducéo e eléc-
trodos para aplicacdo na pele*5. Existem apa-
relhos de pequenas dimensdes, que alguns do-
entes devidamente instruidos manipulam em
situagdes de dor cronica no domicilio e até mes-
mo durante as suas actividades usuais'®!. Esta
possibilidade de uso mais prolongado de pe-
quenos aparelhos portateis representa uma
mais-valia ndo desprezivel na qualidade de vida
do doente com dor croénica.

Os eléctrodos devem ser colocados em zona
de pele seca e integra, preferencialmente sem

A.T Gaspar, F. Antunes: Analgesia e Electroestimulagdo Cutanea

pélos®6. E aconselhada a aplicagdo de um gel
entre os eléctrodos e a pele (o que reduz a
resisténcia cutanea a progressédo do estimulo
eléctrico)®4®. A sessdo deve ser iniciada com
estimulo de intensidade baixo, aumentando-se
progressivamente até surgir o efeito pretendido
(parestesias se se esta a usar TENS tipo C ou
dor se se esta a aplicar TENS tipo B).

Apos cerca de 30 minutos, a dor deve ter-se
reduzido para metade®®. Esta apreciagéo de ca-
racter quantitativo é dificil mas, apds este peri-
odo de tempo, o doente deve referir pelo menos
que sentiu algum alivio das queixas algicas. Se
tal n&o ocorre, devem ser revistos os parametros
de prescricdo ou o posicionamento dos eléctro-
dos na pele®?®.

N&o existem regras fixas para a prescricdo do
local de aplicacao dos eléctrodos. Muitas vezes
¢é dito que esta decisdo exige mais arte que cién-
cia®. Certo é que o efeito analgésico que se
obtera depende da localizag&o dos eléctrodos?®.
A aplicacdo mais comum é em redor da zona
dolorosa (um eléctrodo sobre a zona mais dolo-
rosa e o outro distalmente) mas, dependendo da
patologia e do tipo de TENS, os eléctrodos po-
dem ser posicionados sobre o trajecto de um
nervo periférico, em determinados pontos-gatilho,
em pontos de acupunctura ou até contralaterais
a zona dolorosa®®.

As contra-indicactes absolutas ao uso de
TENS sé&o relativamente escassas e incluem:
portadores de pacemakers on demand (por ris-
co de interferéncia com o funcionamento dos
mesmos)'?, aplicacdo toracica em doentes com
arritmias cardiacas documentadas (dado o po-
tencial de interferéncia com o ritmo cardiaco)*®12,
aplicacéo cervical sobre a regido do seio caro-
tideo e grandes vasos (por possibilidade de hi-
potensdo sintoméatica mediada por excitabilidade
vasovagal)*®, aplicacdo em zonas de anestesia
cutanea (o que aumenta o risco de queimadu-
ras)>*% o uso na crianca ou no individuo com
défice cognitivo (pela dificuldade na valorizagao
do estimulo)*® e os trés primeiros meses de ges-
tac&o*% (por precaucédo dado o desconhecimen-
to do potencial teratogénico). Na gravida, apos
o terceiro trimestre de gestacao, a aplicacao de
TENS (fora do contexto da analgesia de parto)
ndo esta contra-indicada desde que n&o seja
feita sobre a regido abdominal ou pélvica (pelo
risco de excitabilidade da musculatura uterina).
Quanto aos implantes metélicos, quando se usa
corrente apolar, o risco do uso de TENS é mi-
nimo®%. Contudo, a presenca de implantes de
grandes dimensobes é considerada uma contra-
indicacéo relativa se a sua localizag&o for proxi-
ma a zona de aplicacdo de TENS.

Os efeitos adversos decorrentes da aplicacéo
de TENS séo escassos e infrequentes, o que
representa uma vantagem importante sobre ou-
tros métodos analgésicos, nomeadamente far-
macologicos. Com o recurso a corrente bifasica,
0 risco de queimadura quimica é muito reduzido.
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Os casos descritos na literatura estiveram asso-
ciados ao uso de eléctrodos pequenos, intensi-
dade de corrente elevada e reduzida distancia
entre os dois eléctrodos?8. Neste contexto impor-
ta referir que ndo é recomendada uma distancia
entre os eléctrodos inferior a 5 cm?. Por vezes
surge eritema local por hipersensibilidade aos
constituintes dos materiais dos eléctrodos, do
gel ou do adesivo. Este tipo de reacgao costuma
ser autolimitada®#5.

As desvantagens atribuidas ao TENS incluem
a necessidade de aplicacbes regulares e por
vezes durante periodos longos durante o dia, o
desenvolvimento de tolerancia e a dificil aplica-
¢ao em criangas ou adultos com défices cogni-
tivos (pela falta de colaboracao na valorizacao
subjectiva do estimulo)®.

As vantagens sé&o varias. Para além dos as-
pectos ja focados de boa tolerabilidade (princi-
palmente quando se usa TENS convencional),
reduzidos efeitos adversos e poucas contra-in-
dicacdes, é possivel em muitos casos reduzir o
consumo de farmacos® %" e o facto de solicitar
a participacéo activa do doente representa um
factor importante na modulacdo da dor, que
tem uma componente psicoldégica nunca des-
prezavel.

Os muitos estudos que ao longo dos anos tém
tentado demonstrar a eficacia do TENS na anal-
gesia continuam a ser postos em causa, 0 que
se compreende pela dificuldade (ou até mesmo
impossibilidade) de desenhar estudos totalmen-
te aleatdrios e duplamente cegos™s.

N&o querendo assumir o TENS como uma pa-
naceia para todo o tipo de dor, o que de facto
nao €, a verdade é que a sua eficécia inicial e
a longo prazo tem sido consistentemente relatada
em numerosos trabalhos realizados nas ultimas

décadas numa vasta gama de contextos doloro-
sos™14 Também a nossa percepcdo na pratica
clinica ¢ de que o TENS constituiu uma mais-
valia da Medicina Fisica no seu contributo para
a complexa luta contra a dor.
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Hipertensao e Hipoalgesia: Papel do
Bolbo Raquidiano Ventrolateral Caudal
e do Sistema GABAérgico Espinhal

Dora Pinho'4, Manuela Morato™3, Teresa Sousa’?, José Marques Lopes’?,
Isaura Tavares®* e Antonio Albino-Teixeira®#

Resumo
A infusdo continua durante sete dias do antagonista dos receptores de adenosina 1,3-dipropil-8-sulfofe-
nilxantina (DPSPX) causa, no rato, hipertensao sustentada com activacao do sistema renina-angiotensina.
Uma vez que a hipertensao tem sido associada a hipoalgesia em estudos clinicos e experimentais, propu-
Semo-nos:
— Estudar o envolvimento da regiao lateral do bolbo raquidiano ventrolateral caudal (VLMIat) no processo
de instalacdo deste modelo de hipertensao e na hipoalgesia eventualmente associada.
- Avaliar a participacao do sistema GABAérgico espinhal na associacao entre hipertensao e hipoalgesia.
Injectou-se estereotaxicamente soro fisioldgico ou acido quinolinico no VLMIat esquerdo de ratos Wistar
machos infundidos intraperitonealmente com soro fisiolégico ou DPSPX. A pressao arterial foi determinada
pelo método nao-invasivo de medicdo na cauda, a cada dois dias. Como esta descrita uma correlagéo posi-
tiva entre a estimulacéo algica e a expressao de c-fos induzida por estimulo néxico mecénico, foi usada a
quantificacao por imuno-histoquimica deste marcador de activacao neuronal para avaliar o envolvimento do
VLMiat e a participacao do sistema GABAérgico espinhal (protocolo de dupla marcacao). O aumento susten-
tado da pressao arterial (22,1 mmHg; p < 0,001) observado nos ratos infundidos com DPSPX foi revertido a
partir do dia 6 nos animais lesionados no VLMIat. Nos ratos tratados com DPSPX observou-se também uma
diminuicdo da expressao da proteina Fos nas laminas superficiais (I-1l) e profundas (llI-VIl) do corno dorsal.
Nestes ratos, verificou-se uma menor percentagem de neurénios duplamente marcados para a proteina Fos
e para o receptor GABA; no corno dorsal superficial e observou-se prevencéo da diminuicéo da expresséo
da proteina Fos por lesdao do VLMIat com acido quinolinico. Os resultados deste trabalho sugerem que a
integridade do VLMIat é fundamental para o desenvolvimento da hipertensdao causada pelo DPSPX. Este
modelo experimental de hipertenséo esta associado a hipoalgesia, a qual se acompanha de menor activagao
de neurdnios nociceptivos espinhais, por inibicao descendente exercida pelo VLMIat. Além disso, este estu-
do demonstra, pela primeira vez, que durante a hipertensao se verifica uma diminuicado da expressao de
receptores GABA,; em neurdnios nociceptivos espinhais, provavelmente devido a alteracdes no sistema
inibitorio GABAérgico local.

Palavras-chave: Hipertensao. Hipoalgesia. 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina. c-fos. Bolbo raquidiano ventrola-
teral caudal. Sistema GABAérgico espinhal.
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Abstract
Continuous infusion, for 7 days, of the adenosine receptor antagonist 1,3-dipropyl-8-sulfophenylxanthine
(DPSPX), in Rat, causes sustained hypertension with activation of the renin-angiotensin system. Since hyper-
tension has been associated with hypoalgesia both in clinical and experimental studies, we decided to:
— Investigate the involvement of the lateralmost region of the caudal ventrolateral medulla (VLMIat) in the
installation of this model of hypertension and in the hypoalgesia eventually associated.
— Evaluate the participation of the spinal GABAergic system in the association between hypertension and
hypoalgesia.
Either saline or quinolinic acid were stereotaxically injected into the left VLMIat of male Wistar rats infused
intraperitoneally with either saline or DPSPX. Blood pressure was determined by non-invasive tail-cuff mea-
surements every other day. Based on the positive correlation between algic stimulation and noxious-evoked
expression of the c-fos protooncogene in spinal cord neurons, we used this marker of nociceptive activation
of spinal neurons to evaluate the involvement of the spinal GABAergic system and the caudal ventrolateral
medulla (VLM). A sustained increase in blood pressure (22,1 mmHg; p < 0,001) observed in DPSPX-infused
rats was reverted from day 6 onwards in VLMIat-lesioned animals. In DPSPX-treated rats, a decrease in c-fos
expression was also observed both in superficial (I-ll) and deep dorsal horn laminae. In these rats a lower
percentage of neurons doubly labelled for c-fos and GABA, receptor was observed in the superficial dorsal
horn, and the decrease of c-fos expression upon VLMIat lesioning was prevented. These results suggest that
the integrity of VLMIat is fundamental to the development of hypertension caused by DPSPX. This model
of experimental hypertension is associated with hypoalgesia, which is accompanied by lower activation of
spinal nociceptive neurons by descending inhibition exerted by the VLMIat. Furthermore, this work shows
that a decrease in GABA, receptors in nociceptive spinal neurons occurs during hypertension, probably due
to changes in the local GABAergic inhibitory system. (Dor. 2007;15(2):13-21)
Corresponding author: Antdnio Albino-Teixeira, albinote @med.up.pt

Key words: Hypertension. Hypoalgesia. 1,3-dipropyl-8-sulfophenylxanthine. c-fos. Caudal ventrolateral medulla.

Spinal GABAergic system.

Introducéo

A hipertensdo tem sido associada a menor
sensibilidade a dor aguda em estudos clinicos
e experimentais’S. Esta associag&o entre hiper-
tenséo e hipoalgesia depende, nos modelos ex-
perimentais, de mecanismos supra-espinhais,
dado que é atenuada pelo bloqueio da medula
espinhal pelo frio*. Alguns centros supra-espi-
nhais reguladores das funcbdes nociceptiva e
cardiovascular partilham a localizagc&o anatémi-
ca, podendo mediar a hipoalgesia associada a
hipertenséo.

O bolbo raquidiano ventrolateral caudal
(CVLM) é importante na regulac&o cardiovascu-
lar®. Aumentos da presséo arterial activam neu-
ronios do CVLM através de aferentes do nucleo
do tracto solitario, com subsequente inibicao da
regiao vasopressora bolbo raquidiano ventrola-
teral rostral® (RVLM). O CVLM inclui esta regi&o
depressora «classica» e uma area pressora
caudal™®, anatomicamente muito proximas, favore-
cendo a sobreposicéo parcial de populacdes neu-
ronais'®'". Os neurdnios do CVLM activados por
aumentos da presséo arterial localizam-se na
sua regido mais lateral (VLMlat), uma regido de
formacao reticular localizada entre o nucleo re-
ticular lateral e o nucleo espinhal do trigémio,
pars caudalis. Apesar da sua importancia na
regulacao cardiovascular, o papel do CVLM no
desenvolvimento da hipertenséo so foi avaliado

em ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
em estudos de curta duragcado, sob anestesia e
numa fase de hipertenséo ja instalada. Nestas
condicdes, verifica-se uma menor inibicdo do
RVLM pelo CVLM'>'. Em condicdes fisiologi-
cas, o papel do CVLM no processo de instala-
cao da hipertensédo néo esta caracterizado.

O CVLM ¢ igualmente importante na regulacao
nociceptiva. O VLMIlat participa na hipoalgesia
associada a hipertensao causada por coarctacao
cirlrgica da artéria renal'®'6, o que reforca o re-
conhecimento do duplo papel desta regido bul-
bar na regulagédo nociceptiva e cardiovascular'’.

Na hipoalgesia associada a hipertensdo ob-
serva-se inibicdo da transmiss&o nociceptiva
espinhal. Em trés modelos distintos de hiperten-
sdo — SHR'8, coarctagéo cirlrgica da artéria re-
nal’®1® e inibicdo da sintetase do mondxido de
azoto' - observa-se diminuigdo das respostas
nociceptivas espinhais, quer por electrofisiolo-
gia'® quer pela detecgéo imuno-histoquimica da
expresséo de c-fos'®19,

O acido y-aminobutirico (GABA) é importante
na modulacéo da dor no corno dorsal da medu-
la espinhal®. Em situagbes de dor crénica?®'-?3
h&a aumento da inibicdo GABAérgica espinhal
mediada por receptores GABAZ?*?¢. Os meca-
nismos subjacentes a inibicdo espinhal observa-
da na hipoalgesia associada a hipertensao nao
estdo caracterizados, podendo o sistema GABA-
érgico espinhal ter um papel importante.
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No rato, a infusdo continua, durante sete dias,
do antagonista nao-selectivo dos receptores da
adenosina 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX)
causa hipertenséo sustentada, com:

- Elevacdo moderada da presséo arterial®’.

— Activagdo do sistema renina-angiotensina®®2°,

— Alteragdes marcadas na morfologia cardio-
vascular?’,

- Disfuncao endotelial®.

- Alteragbes na reactividade vascular® e na
neurotransmissao simpatica3'.

— Stress oxidativo3233,

O papel do VLMlat na hipertensdo causada
pelo DPSPX nunca foi avaliado, nem é conheci-
da a resposta a dor neste modelo de hiperten-
sdo. Neste contexto, é interessante verificar que
ratinhos knockout para o receptor A,, da adeno-
sina sao hipertensos e demonstram hipoalgesia
em testes comportamentais de dor34,

Os objectivos deste trabalho foram estudar, na
hipertensao causada pelo DPSPX:

— O papel do VLMIat no desenvolvimento da
hipertenséo e na eventual hipoalgesia asso-
ciada.

— O papel do sistema GABAérgico espinhal.

Materiais e métodos

Usaram-se ratos Wistar, machos, mantidos em
condicbes constantes de luz (12 h luz/12 h es-
curo), temperatura (22 °C) e humidade relativa
(60%), com agua e comida ad libitum. As expe-
riéncias foram realizadas de acordo com as re-
comendaces da directiva 86/609/EEC do Con-
selho Europeu e as orientacdes éticas para o
estudo de dor em animais®®.

Os animais foram treinados para avaliacéo da
pressdo arterial pelo método néo-invasivo de
medicéo na cauda. Apds a avaliagao basal pro-
cedeu-se, sob anestesia, a implantacao intrape-
ritoneal de minibombas osméticas, para infuséo
continua (sete dias) de soro fisiolégico (grupos
NT) ou DPSPX (90 pg-'kg~'h~"; grupos HT). Na
mesma altura (estudo 1) ou 10 dias depois (es-
tudos 2 e 3), injectou-se estereotaxicamente3®
0,3 ul de soro fisiologico (grupos S) ou de acido
quinolinico (180 mM; grupos QA) no VLMIat es-
querdo dos ratos, sob anestesia. No final das ex-
periéncias, os animais foram anestesiados, perfun-
didos e fixados com paraformaldeido. O bolbo
raquidiano e a medula espinhal foram dissecados,
pos-fixados e criopreservados em sacarose.

Papel do VLMIat na hipertensédo causada
pelo DPSPX (estudo 1)

Os ratos foram aleatoriamente distribuidos por
quatro grupos: NT/S, HT/S, NT/QA e HT/QA. No
dia 0, procedeu-se a colocacédo das minibombas
osmoaticas e a injeccéo estereotaxica. A pressao
arterial foi determinada antes do dia 0 e em to-
dos os dias pares seguintes, até ao dia 12. No
final, os ratos foram perfundidos e o bolbo ra-
quidiano recolhido. A analise estatistica fez-se

por ANOVA bifactorial para determinagdes repe-
tidas, seguida do teste Student-Newman-Keuls.

Papel do VLMIlat na hipoalgesia associada
a hipertensdo causada pelo DPSPX (estudo 2)

Constituiram-se trés grupos experimentais:
NT/S, HT/S e HT/QA. Dez dias apds a implanta-
¢do das minibombas, os ratos foram injectados
estereotaxicamente no VLMIat. Passadas 24 h,
foram anestesiados e sujeitos a estimulagéo noé-
xica mecanica da coxa'® (2 h). A presséao arterial
foi determinada no dia 0 e antes da estimulacéo
noxica. Imediatamente apds a estimulacao, os
ratos foram perfundidos, tendo-se recolhido o
bolbo raquidiano e a medula espinhal. Seccdes
coronais do segmento espinhal L, foram proces-
sadas para deteccao imuno-histoquimica ex-
pressdo de c-fos (método ABC/DAB)'®. Conta-
ram-se 0s nucleos imunorreactivos presentes na
substancia cinzenta total, superficial (laminas I-I)
e profunda (laminas IlI-VIl) em 10 secc¢oes alea-
toérias de cada rato. Os resultados foram compa-
rados por ANOVA para determinacées repetidas,
seguida do teste Tukey-Kramer.

Papel do sistema GABAérgico espinhal
na hipoalgesia associada a hipertenséo (estudo 3)

Dez dias ap6s a implantagao das minibombas
osmoticas, quatro ratos de cada grupo (NT e HT)
foram submetidos a estimulacdo néxica, como
descrito. Apds perfuséo e fixacao, o segmento
espinhal L, foi processado seguindo um proto-
colo imuno-histoquimico de marcagéo dupla®’,
incluindo uma primeira reac¢ao contra os recep-
tores GABA (revelada pelo metodo ABC/DAB)
€ uma reaccao posterior contra a proteina Fos
(revelada por fosfatase alcalina-estreptavidina/Fast
Blue). Os perfis de neurdnios com marcacao
para a proteina Fos ou para o receptor GABAy
e 0s marcados duplamente foram contabilizados
conforme descrito. Os resultados foram compa-
rados pelo teste t de Student.

Histologia do bolbo raquidiano

Os locais das injeccOes estereotaxicas foram
confirmados nas seccdes coronais de bolbo ra-
quidiano, coradas por formol-tionina®. A morte
neuronal foi identificada usando o corante fluo-
rescente Fluoro-Jade®.

Resultados
Locais de injeccdo

As alteracdes encontradas nos locais do bolbo
raquidiano injectados com QA diferiam das obser-
vadas nos injectados com soro fisiolégico (Figs.
1 A e B) pela destruicao neuronal, confirmada pela
coloragédo com Fluoro-Jade (Fig. 1 B, insercao), e
pela proliferacéo glial. As lesdes localizavam-se no
VLMlat, ndo diferindo de rato para rato, e esten-
diam-se do pdlo caudal da area postrema até a
decussacao das piramides (Fig. 1 C).
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VLMIat
VLMIat

Figura 1. Fotografias dos locais de injecgdo de soro fisiolégico (A) ou dcido quinolinico (B) no VLMlat (-5,3 mm relativo
a linha interaural, de acordo com Paxinos e Watson, 1998). Os ultimos podem ser reconhecidos pela drea central sem
neurdnios e pela proliferacao de células gliais. A inser¢do em (B) representa neurdénios em degenerescéncia (setas)
corados pelo método de Fluoro-Jade. Desenhos de camara-clara de injeccées de QA no VILMilat (C). LRt: nucleo reticular
lateral; Sp,C: nucleo espinhal do trigémio, pars caudalis; VLMIat: por¢&o lateral do bolbo raquidiano ventrolateral caudal.
Barra de escala: 0,30 mm.

Papel do VLMIat na hipertensédo causada grupo controlo (Fig. 2). A injecgdo de soro no

pelo DPSPX (estudo 1) VLMlat n&o alterou os valores de presséo arterial

dos controlos (NT/S) nem o perfil tensional nos

A infusdo de DPSPX causou aumento dos va- animais infundidos com DPSPX (HT/S). A les&o

lores de presséo arterial sistdlica e diastélica, do VLMIat (HT/QA) atenuou o aumento da pres-
em relac8o aos valores basais e em relagdo ao  sado arterial observado no grupo HT/S (Fig. 2).
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PA sistélica (mmHg)

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

ONT/S; BHT/S; ONT/QA; @ HT/QA.

As diferencas dos valores de pressao arterial entre grupos experimentais estdo marcadas.

*P < 0,01 vs NT/S.
*P < 0,01 vs NT/QA.

PA diastdlica (mmHg)

0o 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 2. Valores de pressao arterial (média + SEM) sistdlica (A) e diastdlica (B) medidos pelo método ndo-invasivo na
cauda em ratos injectados no VLMIlat. As medicées efectuadas imediatamente antes dos procedimentos cirdrgicos sdo

apresentada como dia 0.

Papel do VLMIat na hipoalgesia associada
a hipertensao causada pelo DPSPX (estudo 2)

Os neurdnios marcados para a proteina Fos
distribuiram-se por toda a regiao dorsoventral do
corno dorsal ipsilateral, com algumas células
localizadas na lamina VII (Figs. 3, 4 A e B). No
grupo HT/S observou-se diminuicdo do numero
de neurodnios imunorreactivos para Fos (Fig. b).
No grupo HT/QA né&o se observaram diferencas
em relacdo ao grupo NT/S (Figs. 5 e 7 C).

Papel do sistema GABAérgico espinhal
na hipoalgesia associada a hipertenséo (estudo 3)

Os neurdnios marcados duplamente para a
proteina Fos e receptores GABA; misturavam-se
com neurénios que apresentavam imunorreacti-
vidade apenas para a proteina Fos ou para o
receptor GABA (Fig. 6). A distribuigé&o no corno
dorsal dos neurdnios imunorreactivos para a pro-
tefna Fos foi semelhante a descrita no estudo 2.
Os neurdnios imunorreactivos para o receptor
GABA foram observados em todo o corno dor-
sal (Figs. 4 C e D), com ligeira prevaléncia nas

laminas IV-V. Os neurénios marcados duplamente
encontravam-se sobretudo nas laminas | e V-V
(Figs 4 E e F).

No grupo HT observou-se diminui¢do do nu-
mero de neurdénios imunorreactivos para a pro-
teina Fos no corno dorsal total e nas laminas
profundas (Fig. 7 A). O numero de neurdénios
imunorreactivos para o receptor GABA; no cor-
no dorsal total foi semelhante entre os grupos
NT e HT (Figs. 4 C e D). O numero de neurénios
marcados duplamente era menor no grupo HT
(Fig. 7 B), quando se avaliou o corno dorsal total
ou as laminas I-Il. A percentagem de neurénios
imunorreactivos para a proteina Fos que expres-
savam o receptor GABA; foi semelhante entre
os grupos NT e HT. Contudo, a percentagem de
neuronios imunorreactivos para o receptor GABAg
que expressavam a proteina Fos foi menor no
grupo HT (Fig. 7 C), quando se avaliou o corno
dorsal total ou as laminas I-II.

Discussao

A inibicao do CVLM esté classicamente asso-
ciada a aumento da presséo arterial, o que esta

Figura 3. Fotografias de neurdnios do corno dorsal imunorreactivos para a proteina Fos de animais NT/S (A), HT/S (B)
e HT/QA (C), apds estimulo ndxico mecénico da pele. Os neurdnios marcados para a proteina Fos apresentam um
ndcleo imunorreactivo castanho. Barra de escala: 0,10 mm.
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Figura 4. Diagramas mostrando exemplos da distribuicdo dos neurdnios imunorreactivos para a proteina Fos (A, B),
receptores GABA, (C, D) ou duplamente marcados para Fos e GABA, (E, F) em neurdnios espinhais de ratos
infundidos com soro fisioldgico (A, C, E) e DPSPX (B, D, F). Cada simbolo representa um neurdnio.

de acordo com o blogueio dos barorreflexos e
remocao da inibicdo dos neurdnios excitatorios
do RVLM*4" Neste trabalho, a lesdo unilateral do
VLMIat preveniu o desenvolvimento da hiperten-
s&o causada pelo DPSPX, mas n&o reduziu os
valores de pressao arterial nos ratos infundidos
com soro, sugerindo um papel modulatério desta
regido no controlo cardiovascular e evidencian-
do a sua importancia no desenvolvimento da
hipertenséao.

Nos ratos com hipertensao causada pelo DPSPX,
o estimulo ndxico determina menor activacéo de
neurénios espinhais. A expressédo espinhal da
proteina Fos constitui um bom indicador de ac-
tivacdo neuronal*? e correlaciona-se com resul-
tados de testes comportamentais*®. Este traba-
lho confirma que a hipertensdo causada pelo
DPSPX esta associada a hipoalgesia, como ob-
servado noutros modelos experimentais de hi-
pertensdo’. E de notar que por electrofisiologia

750

* *

lall (el

Fos-IR (No)

N (o))
a1 o
o o
! !

I-11 1-v Total
*p < 0,05.

Figura 5. Nimero (média+SEM) de neurdnios
imunorreactivos para a proteina Fos na substancia
cinzenta superficial (I-11), profunda (Ill-V) e total (Total)
do corno dorsal da medula espinhal, em ratos NT/S
(barras vazias), HT/S (barras a cheio) e HT/QA
(barras listadas).
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Figura 6. Fotografias de sec¢des do corno dorsal espinhal apds imunorreac¢do para a proteina Fos e receptores
GABA, de animais infundidos com soro fisioldgico (A) e DPSPX (B). Os neurdnios imunorreactivos apenas para Fos
identificam-se pelo nucleo azulado (extremidades de setas), as células com imunorreacgdo apenas para receptores
GABA, apresentam precipitado castanho no pericdrio e dendrites (asteriscos) e os neurdnios duplamente marcados
para a proteina Fos e os receptores GABA, reconhecem-se pelo precipitado castanho ao redor de nucleos azulados

(setas). Barra de escala: 0,40 ym.

se detectou maior inibicdo de neurdnios de largo
espectro dinamico'®, que prevalecem nas lami-
nas profundas do corno dorsal*4, e que os estu-
dos de quantificacédo de c-fos mostram também
uma maior inibicdo nesta regido espinhal®®9,
Estes resultados apoiam a hipétese de a hipoal-
gesia associada a hipertensdo ser mediada por
inibicdo da transmissdo nociceptiva espinhal e

confirmam a maior inibicdo no corno dorsal pro-
fundo.

A lesédo do VLMlIat preveniu a inibicao da ex-
presséo de c-fos, reforcando resultados prévios
que mostraram que o VLMIlat medeia a inibicao
de neurdnios espinhais nociceptivos durante a
hipertensao'. Estudos morfoldgicos pormenori-
zados demonstram que o VLMIat projecta para
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Figura 7. Numero (média + SEM) de neurdnios imunorreactivos para a proteina Fos (A), duplamente marcados para
Fos e receptores GABA, (B) e percentagem (média + SEM) de neurdnios positivos para o GABAg que expressam Fos
(C) em ratos infundidos com soro fisioldgico (barras vazias) e com DPSPX (barras a cheio). Apresentam-se os valores
obtidos na substancia cinzenta superficial (I-11), profunda (IlI-V) e total (Total) do corno dorsal da medula espinhal.
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0 corno dorsal espinhal através de uma via
directa®® e de vias polissinapticas conectando
no grupo de células noradrenérgicas da ponte,
Ag, € na medula rostroventromedial serotoner-
gica'51646,

Aumentos da presséo arterial activam neuro-
nios do VLMlat, desencadeando hipoalgesia
através de inibicdo directa e indirecta de neur6-
nios espinhais®. Esta activacéo neuronal da re-
gido do VLMlat desencadeia diminuicdo com-
pensatéria da presséo arterial, por inibicdo do
centro vasopressor do RVLM*748, Paralelamente,
a activacado do VLMIat induz analgesia intensa
e prolongada®®. O envolvimento do VLMIat na
hipoalgesia associada a hipertenséao pode re-
presentar um mecanismo associado a reac-
¢cbes complexas de defesa que envolvem ini-
bicdo da dor.

A menor activacéo de neurdénios nociceptivos
espinhais observada nos ratos com hipertenséo
causada pelo DPSPX esta associada a diminui-
cao do numero de neurdnios nociceptivos que
expressam o receptor GABA,. Tal facto néo re-
sulta da menor expresséo da proteina Fos, uma
vez que so foi observado no corno dorsal super-
ficial enquanto a diminuicdo da expressao da
proteina Fos ocorreu no corno dorsal profundo.
De acordo com 0s nossos resultados, deve-se
provavelmente a uma menor inibicao GABAérgi-
ca da transmissao nociceptiva durante a hiper-
tens8o. Neste sentido, é de notar a correlagéo
negativa entre a menor activacéo neuronal e a
inibicao GABAérgica no corno dorsal superficial
versus profundo.

Em concluséo, além de confirmar a menor ac-
tivacao de neurdnios nociceptivos espinhais na
hipertensdo experimental, este trabalho descre-
ve pela primeira vez:

— A importancia do VLMlIat na instalacdo da

hipertensdo causada pelo DPSPX.

— A existéncia de alteracdes na modulacéo
inibitéria espinhal na hipertensdo experi-
mental.

Os resultados sao convergentes e reforcam a
hipotese de o VLMIat ser uma importante estru-
tura central de integracdo da hipoalgesia asso-
ciada a hipertenséao.
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A Neuropatia Diabética esta

Associada a Alteracoes nas Respostas
Nociceptivas dos Neurdnios Espinhais:
um Estudo no Rato Injectado

com Estreptozotocina

C. Morgado e Isaura Tavares

Resumo

A dor neuropatica induzida pela diabetes tem sido associada a alteracdes dos nervos periféricos. Dados
recentes apontam para efeitos centrais, que sao avaliados no presente estudo. A actividade dos neurdnios
do corno dorsal da medula espinhal de ratos diabéticos por injeccao com estreptozotocina (STZ) foi es-
tudada na auséncia de estimulacao ou apés estimulacao inécua ou néxica. Quatro semanas apos injeccao
de STZ ou soro, os ratos foram anestesiados e submetidos a estimulacao in6cua, néxica mecanica ou
noxica térmica da pele da face interna da coxa ou nao foram submetidos a qualquer estimulacao.
Quantificaram-se os neurdnios imunorreactivos para a proteina Fos (Fos-IR) nas laminas superficiais
(laminas I-1l) e profundas (llI-V) do corno dorsal da medula espinhal. O numero de neurénios Fos-IR era
significativamente superior em ratos injectados com STZ, mesmo na auséncia de estimulacédo. A aplicacdo
de estimulos indcuos nao induziu um aumento significativo na expressao de Fos quando comparada com
os valores basais. Os estimulos noxicos mecanicos e térmicos induziram um aumento no numero de
neuronios Fos-IR, quer em ratos-controlo quer em ratos STZ, com aumentos mais marcados em ratos STZ
submetidos a estimulagcdo néxica mecanica. Este estudo mostra que as respostas dos neurdnios do corno
dorsal da medula espinhal estao afectadas durante a diabetes. Atendendo a que a medula espinhal é uma
regiao-chave na modulacédo da transmissao nociceptiva para niveis supra-espinhais, o aumento da activi-
dade neuronal detectado em condicoes basais nos ratos diabéticos pode ser uma das causas da dor es-
pontanea na diabetes.

Palavras-chave: Diabetes. Dor. Alteracoes espinhais. Hiperalgesia mecanica. Respostas térmicas. Dor
espontanea.

Abstract

Pain during diabetic neuropathy has been associated mainly to peripheral changes but central effects can
also be produced. The present study evaluates the effects of diabetes in the nociceptive activity of spinal
dorsal horn neurons using rats rendered diabetic by injection of streptozotocin (STZ) and using the expres-
sion of the c-fos proto-oncogene as a tool to monitor neuronal activation. Four weeks after STZ or saline
injection, the animals were anaesthetised and either not further manipulated or stimulated at the skin of
the internal aspect of the thigh. Both innocuous and noxious (mechanical or thermal) stimuli were used
and the numbers of neurons imunoreactive for For (Fos-IR) were counted at the superficial (laminae I-l) and
deep (laminae llI-V) dorsal horn. These numbers were significantly higher in STZ-injected animals, even in the
absence of stimulation. The application of noxious mechanical or noxious thermal stimulation induced incre-
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ases in the numbers of Fos-IR neurons both in control and in diabetic rats. This study demonstrates that the
responses of spinal neurons are affected by diabetes. Due to the key-role of the spinal cord in ascending
transmission of nociceptive input, it is likely that the increase in neuronal activity has important supraspinal

Key words: Diabetes. Pain. Spinal dorsal horn. Mechanical hyperalgesia. Thermal reponses. Spontaneous

Introducao

A dor € uma importante complicagcdo da dia-
betes, ocorrendo espontaneamente e em res-
posta a estimulacao indcua (alodinia) ou néxica
(hiperalgesia)'™*. O estudo dos mecanismos da
dor neuropatica associada a diabetes tem ver-
sado, essencialmente, o sistema nervoso peri-
férico, sendo necessario um estudo mais apro-
fundado dos mecanismos centrais envolvidos
nesta patologia’®. Os doentes diabéticos que
sofrem de polineuropatia simétrica periférica
apresentam uma diminuicdo na area total da
medula espinhal®. Estudos electrofisioldgicos
realizados em ratos diabéticos demonstraram
um aumento na actividade dos neurénios do
corno dorsal da medula espinhal, quer espon-
taneamente quer em resposta a estimulos me-
canicos inécuos e noxicos’®. Foram também
demonstradas alteragbes neuroguimicas no
corno dorsal da medula espinhal em modelos
animais de diabetes, nomeadamente no siste-
ma SP/NK1 e na expressao de receptores do
glutamato (receptores NMDA)%'2. Estes acha-
dos sugerem que a medula espinhal, uma re-
gido-chave na modulagdo e transmissdo de
informacdo nociceptiva, se encontra afectada
durante a diabetes.

A expresséo de c-fos € amplamente utilizada
como um marcador da actividade nociceptiva
dos neurdnios do corno dorsal da medula es-
pinhal'®4 Esta metodologia permite avaliar a
activacao nociceptiva e estabelecer a localiza-
cao laminar dos neurdénios activados'®. Em mo-
delos animais de dor neuropatica traumatica,
ha aumento do nimero de neurdnios imunorre-
activos para a proteina Fos (Fos-IR) no corno
dorsal da medula espinhal, mesmo na auséncia
de estimulac&o'®'® e apds aplicacdo de estimu-
los indcuos'®?4 demonstrando que os estados
de dor cronica neuropatica estao associados a
alteracdes plasticas do corno dorsal da medu-
la espinhal. Sendo a diabetes uma doenca que
também induz um quadro neuropatico, € impor-
tante estudar os efeitos desta patologia no cor-
no dorsal da medula espinhal. O modelo expe-
rimental mais utilizado para estudar a diabetes
tipo 1 é o rato injectado com STZ, uma toxina
que destréi as células B dos ilhéus de Lan-
gerhams. Os estudos da expressdo basal de
c-fos em ratos diabéticos abordaram varios

ndcleos encefalicos e mostraram efeitos varia-
dos consoante o nucleo analisado?®-28, indi-
cando que a expressdo do c-fos ndo é um re-
sultado directo da toxina, mas sim o efeito da
diabetes per se.

A sensibilidade aos diferentes tipos de esti-
mulos é afectada diferentemente durante a dia-
betes. O limiar de dor a estimulos mecanicos é
significativamente mais baixo em individuos
diabéticos e em modelos animais de doenga®®-3!,
enquanto as respostas a estimulos térmicos
sdo muito variaveis. Alguns estudos detecta-
ram hipoalgesia térmica”2%32 outros ndo de-
tectaram qualquer alteracdo na sensibilidade
térmica® e outros, ainda, demonstraram o de-
senvolvimento de hiperalgesia3+3°. Uma possi-
vel explicagéo para esta variabilidade prende-se
com o facto dos estudos néo terem considerado
a temperatura cutanea basal dos animais diabé-
ticos, dado relevante atendendo a que as al-
teracGes da temperatura cutanea afectam as
respostas comportamentais a estimulos térmi-
COS e que 0S animais diabéticos sofrem de
hipotermia devido a alteragbes do fluxo san-
guineo periférico36-40,

Este estudo utilizou a expressao do proto-
oncogene c-fos para avaliar a actividade dos
neuroénios do corno dorsal da medula espinhal
em ratos STZ em condigbes basais e apos
estimulag&o cuténea in6cua e noéxica de natu-
reza mecanica e térmica. De forma a caracte-
rizar as respostas comportamentais a diferen-
tes tipos de estimulos e confirmar a presenca
de neuropatia, foram realizados dois testes
comportamentais que avaliam a sensibilidade
noxica mecénica e térmica. Foram, ainda,
avaliados os efeitos da temperatura cuténea
nas respostas comportamentais ao estimulo
térmico.

Materiais e métodos

Foram usados ratos machos Wistar (Charles
River, Barcelona, Espanha), com 250-350 g no
infcio do trabalho experimental. Os animais fo-
ram alojados aos pares, num compartimento
com temperatura constante (22 + 2 °C), humi-
dade controlada (55 = 5%) e ciclos de luz de
12 horas e receberam alimento e agua ad libi-
tum. O trabalho experimental respeitou as reco-
mendacoes éticas para o estudo da dor em ani-
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mais*' e a directiva 86/609/EEC do Conselho da
Comunidade Europeia.

Indugéo da diabetes

A diabetes foi induzida segundo protocolo
previamente estabelecido*?. Os animais foram
injectados intraperitonealmente (ip.) com uma
solugédo de STZ (50 mg/kg de peso corporal,
Sigma-aldrich, St. Louis, EUA) em soro fisiolo-
gico e foi-lhes fornecida uma solu¢&o aguca-
rada (10% de sacarose) nos primeiros trés
dias apoés injeccéo, de forma a prevenir cho-
gue hipoglicémico. Os ratos-controlo foram
injectados com igual volume de soro fisiologi-
co. A glicemia foi determinada trés dias apos
a injeccdo de STZ em amostra de sangue
colhida a partir da veia posterior da cauda,
utilizando o aparelho Accu Chek Sensor
Comfort (Roche Diagnostics, Alemanha). Ape-
nas os ratos com glicemia superior a 300 mg/dI
foram considerados diabéticos e incluidos no
grupo STZ.

Avaliagdo comportamental em resposta a dor

Foi realizada avaliacao comportamental, ao
longo do tempo, das respostas a estimulos
mecéanicos e térmicos, utilizando um total de
12 animais (seis ratos-controlo e seis ratos
STZ). Os testes foram executados no dia prévio a
injeccdo ou apo6s uma, duas, trés e quatro se-
manas. Os animais foram diariamente manipu-
lados pelo mesmo experimentador durante os
oito dias que precederam a aplicagao dos tes-
tes comportamentais, de modo a promover a
habituacdo ao experimentador e as condicdes
experimentais.

A avaliacéo da sensibilidade a estimulos noxi-
cos mecéanicos foi realizada pelo teste de Ran-
dall-Sellito (Ugo Basile, Comerio VA, ltélia). Foi
aplicada sobre a pata direita do animal uma
forca ascendente e registado o valor da forca
(em gramas) que induziu a sua retirada. O limiar
de dor mecénica foi, entao, definido como a
média de trés ensaios sucessivos, realizados
a intervalos de cinco minutos. A avaliagéo da
sensibilidade a estimulacao nociceptiva térmica foi
feita pelo teste de flexdo da cauda (Ugo Basile,
Comerio VA, ltalia). Fez-se incidir um feixe de
calor radiante, a 52 °C, na face interna da cauda
do animal e registou-se o tempo decorrido até
remocédo da cauda, definido como laténcia tér-
mica. O limiar de dor térmica foi definido como
a média dos valores de laténcia térmica obtidos
em 1rés ensaios sucessivos, realizados com in-
tervalos de cinco minutos. Foi estabelecido um
valor maximo de laténcia térmica de 24 minutos,
de forma a evitar lesbes tecidulares. Com base
na prévia demonstracédo que a temperatura cuta-
nea afecta as respostas ao teste de flexdo da
cauda®% foi avaliada a temperatura da cau-
da de cada animal imediatamente antes da rea-
lizagdo dos testes, utilizando para o efeito uma

sonda adaptada a cauda (Sensortek, EUA; Grei-
singer Electronic, Alemanha). Os valores de la-
téncia térmica foram, entéo, ajustados tendo em
conta a temperatura da cauda, segundo método
previamente descrito®.

Na analise estatistica dos resultados da ava-
liacdo comportamental ao longo do tempo apli-
cou-se uma andlise de variancia (ANOVA), se-
guida de teste post-hoc de Tukey para multiplas
comparacgdes. Para as comparacgdes entre gru-
pOS usou-se teste t Student.

Avaliagdo da expresséo de c-fos

Quatro semanas apoés injeccdo, os animais
foram anestesiados com hidrato de cloral a 35%
(1 mi/kg de peso corporal; ip.). Cinco animais de
cada grupo ndo foram submetidos a qualquer
manipulacado e foram utilizados para avaliacéo
da expressao basal de c-fos. Os restantes ani-
mais (n = 5 por grupo e estimulo) foram sujeitos
a estimulacéo cutanea in6cua, ndxica mecanica
ou térmica na face interna da coxa esquerda,
como descrito anteriormente®344. A estimulacéo
inbcua consistiu em toque suave com dura-
cao de 15 segundos, segundo protocolo publi-
cado'. Utilizou-se uma pinga de «dentes de
rato» para aplicar o estimulo néxico mecénico,
conforme descrito anteriormente*34%. Para a es-
timulacao noxica térmica fez-se incidir um feixe
de calor radiante (HLTC-200T, npi electronic
GmbH), a uma temperatura de 65 + 2 °C, con-
trolada pela aplicacdo de uma sonda sobre a
superficie cutanea, e em pulsos de 30 segun-
dos*345. Todos os estimulos foram aplicados a
cada dois minutos durante duas horas. Utilizou-se
hidrato de cloral (0,5 ml/kg de peso corporal; ip.)
para reforco anestésico durante o periodo de
estimulagéo.

Terminado o periodo de estimulagao, os ani-
mais foram imediatamente sacrificados por per-
fusdo transcardiaca com 200 ml de tampé&o de
sais fosfato (PBS), seguido de 1.000 ml de pa-
raformaldeido em 0,1 M de PBS, pH 7,4. Foram
dissecados 0s segmentos espinhais T13-L3,
pos-fixados em paraformaldeido durante quatro
horas e conservados durante a noite numa solu-
cao de 30% de sacarose em tampéao fosfato.
Foram obtidos cortes transversais, com 40 pm
de espessura, dos referidos segmentos utilizan-
do um micrétomo de congelacdo e um em cada
quatro cortes foram colhidos em PBS a 0,1 M e
processados em reacgéo imunocitoquimica con-
tra a proteina Fos, segundo o método da pe-
roxidase-avidina-biotina (método ABC) ja des-
crito*®. Resumidamente, os cortes foram
tratados com perdxido de hidrogénio a 1% du-
rante 10 minutos para inibicdo da actividade da
peroxidase enddgena, seguido de incubacéo
durante duas horas em solucado de bloqueio
(10% de soro de porco + 0.3% de Triton X a 25%
em PBS [PBST] + glicina a 0,1 M). Os cortes
foram depois incubados durante uma noite a 4 °C
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Figura 1. Alteragbes no limiar de dor mecéanica ao longo do tempo nos ratos-controlo e ratos STZ. Os ratos STZ
apresentam hiperalgesia mecanica as duas semanas apos injeccdo e até ao final do estudo experimental.

em anticorpo contra a proteina Fos produzido em
coelho (Ab5; Oncogene), diluido de 1:1.000
em PBST. Apos sucessivas lavagens com PBST,
procedeu-se a incubagédo em anticorpo secun-
dario biotinilado (imunoglobulina porco anti-co-
elho, DakoCytomation, Dinamarca), a uma con-
centracao de 1:200, durante uma hora, a
temperatura ambiente. Os cortes foram depois
lavados com PBST e incubados durante uma
hora no complexo avidina-biotina (Vectastain,
Laboratérios Vector, EUA), e revelados com dia-
minobenzidina (DAB; 10 mg DAB em 20 ml de
Tris-HCL 0,05 M, pH 7,6 com 5ul de perdxido de
hidrogénio a 30%). Por fim, os cortes foram la-
vados em PBS e devidamente preparados para
visualizagdo microscopica.

A expresséo de Fos basal foi determinada por
quantificacado do numero de neurénios Fos-IR nos
cornos dorsais da medula espinhal, em 40 cortes
aleatoriamente seleccionados dos segmentos
T13-L1 (10 cortes por segmento), com a ajuda de
um microscopio dotada de camara lucida. Os
neurdnios Fos-IR foram posicionados em duas
areas distintas do corno dorsal: a parte superficial
(laminas I-Il) e a parte profunda, (laminas I11-V).
Aplicou-se o teste t Student para comparacéo da
expressdo basal de Fos entre ratos-controlo e
ratos STZ nao-estimulados. Nos animais estimu-
lados a quantificacao foi realizada no corno dor-
sal da medula espinhal ipsilateral ao local de
estimulacao, em 20 cortes dos segmentos L1-L2
(10 cortes por segmento). A quantificacéo foi re-
alizada nestes segmentos, visto serem estes que

apresentavam maior expresséo de Fos, como de-
monstrado em estudos prévios que utilizaram o
mesmo protocolo experimental®®4°, Foi aplicada
andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste
post-hoc de Tukey, para comparacédo dos nimeros
médios de neuronios Fos-IR em ratos-controlo e
ratos STZ apods estimulacéo inécua e ndxica. Os
resultados estao apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM).

Resultados

Os animais apresentaram hiperglicemia (con-
centracdo de glicose sanguinea > 300 mg/dl)
trés dias apds a injeccao com STZ e mantive-
ram-se nessa condicdo durante todo o estudo.
Quatro semanas apoés injeccéo, os ratos STZ
apresentavam valores de glicemia significativa-
mente superiores aos dos ratos controlo (grupo
STZ: 484,1 + 32,21 mg/dl; grupo controlo: 136,9
+ 18,71 mg/dl) e peso corporal significativamen-
te inferior (grupo STZ: 285 + 13,4 g; grupo con-
trolo: 420 + 5,6). Os ratos STZ apresentaram os
sintomas tipicos da diabetes, como descrito em
referéncias do modelo animal®%42 mantendo as
restantes caracteristicas semelhantes as encon-
tradas no grupo controlo.

Resultados da avaliagao comportamental

N&do foram observadas diferencas entre os
grupos nas respostas nociceptivas aos estimu-
los mecénicos e térmicos antes da injecgdo com
STZ ou soro (Figs. 1 e 2).
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Figura 2. Alteragbes no limiar de dor térmica ao longo do tempo em ratos controlo e ratos STZ. O painel (A) apresenta
as temperaturas cutdneas da cauda ao longo das 4 semanas de experiéncias. (B) e (C) apresentam o limiar de dor
térmica antes (B) e depois (C) do ajuste para a temperatura basal. Uma semana apenas apds a injeccdo com STZ,
0s ratos apresentam hipotermia (A) mas isso néo altera a hipoalgesia térmica observada nestes animais (B e C).

Respostas ao teste de Randall-Sellito

O limiar de dor mecénica dos ratos STZ dimi-
nuiu gradualmente durante as quatro semanas
de duracao do estudo (Fig. 1), sendo essa redu-
cao significativa duas semanas apds a injeccao
com STZ e mais pronunciada as quatro semanas
(diminuicdo de cerca de 31% em relagdo aos
valores iniciais).

Respostas ao teste de flexdo da cauda

Verificou-se uma reducao significativa na tem-
peratura cutanea da cauda dos ratos STZ uma
semana apoés a injeccéo (Fig. 2 A), mantendo-se
os valores baixos durante as quatro semanas do
estudo. Contrariamente, o limiar de dor térmica
nestes ratos aumentou significativamente uma
semana apenas apos a injecgdo e manteve-se
praticamente inalterado durante todo o estudo.
Estes resultados foram observados tanto antes
(Fig. 2 B) como apds (Fig. 2 C) ajuste para os
valores da temperatura basal da cauda.

Estudo da expresséo de Fos
Expressao basal de Fos

Nos ratos-controlo n&do-estimulados detecta-
ram-se escassos neuronios Fos-IR no corno dor-
sal da medula espinhal. Comparativamente com

ratos-controlo, os ratos STZ apresentaram um
namero significativamente superior de neurénios
Fos-IR nos segmentos espinhais T13-L3 (Fig. 3),
particularmente na parte superficial do corno
dorsal (Fig. 3 C), mas também na parte profunda
(Fig. 3 D).

Expresséo de Fos induzida
por estimulagdo in6cua e noxica

ESTIMULACAO MECANICA INOCUA

A estimulacdo mecénica indcua ndo induziu
aumento significativo no nimero de neurdnios
Fos-IR no corno dorsal em qualquer dos grupos
(Figs. 4 A, B, 5 A e B). Embora os ratos STZ
tenham apresentado um numero de neurénios
Fos-IR significativamente maior no corno dorsal
superficial do que os ratos-controlo apés estimu-
lac&o in6cua, isto parece dever-se aos altos ni-
veis na expressao basal de Fos observados no
primeiro grupo e nao aos efeitos da estimulacao
in6cua. Verificou-se que os ratos STZ apds esti-
mulo inbcuo apresentavam um numero de neu-
ronios Fos-IR semelhante ao observado nos ratos
STZ néo-estimulados (Figs. 5 A e B).

ESTIMULACAO MECANICA NOXICA

O numero de neuroénios Fos-IR no corno dorsal
da medula espinhal dos ratos controlo e ratos
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Figura 3. Expressdo basal de Fos quatro semanas apds injecgdo. As imagens sdo fotografias de cortes transversais
da medula espinhal de um rato controlo (A) e de um rato STZ (B). Os gréficos (C) e (D) apresentam o numero médio
de neurdnios Fos-IR (+ EPM) quantificados bilateralmente nas laminas I-1l (C) ou IlI-V (D). Os ratos STZ apresentam
niveis de Fos significativamente superiores aos dos controlo (setas) em todos os segmentos espinhais, mesmo

na auséncia de qualquer tipo de estimulagéo.

STZ sujeitos a estimulacdo mecéanica nodxica
(Figs. 4 C e D) foram significativamente superio-
res ao observado nos respectivos grupos expe-
rimentais n&o-estimulados (Figs. 5 C e D). O
aumento de expressdo de Fos foi mais marca-
do na parte superficial do corno dorsal em
ratos STZ, apresentando um ndmero de neuro-
nios Fos-IR significativamente maior do que os
ratos-controlo.

Estimulo inécuo

ESTIMULAGAO TERMICA NOXICA

O numero de neurdnios Fos-IR no corno dorsal
superficial dos ratos controlo e ratos STZ sujeitos
a estimulagéo térmica noxica (Figs. 4 E e F) fo-
ram significativamente superiores aos observa-
dos nos respectivos grupos experimentais nédo-
estimulados (Figs. 5 E e F), ndo se observando
alteracdes na parte profunda do corno dorsal
(Fig. 5 F). N&o se verificaram diferencas na ex-
pressdo de Fos induzida por estimulo térmico
entre os grupos controlo e STZ (Figs. 5 E e F).

Estimulo mecéanico

Discussao

Utilizando a expressdo do proto-oncogene
c-fos como marcador da activagdo nociceptiva
dos neurodnios do corno dorsal da medula espi-
nhal, o nosso estudo demonstra, pela primeira Controlo STZ

Estimulo térmico

vez, alteracdes funcionais da medula espinhal
durante a diabetes. O principal achado do pre- Figura 4. Fotografias do corno dorsal mostrando a
sente estudo é a hiperactividade dos neurénios expressdo de Fos induzida por estimulacdo indcua (A e B),
do corno dorsal dos ratos diabéticos na ausén- noxica mecénica (C e D) e noxica térmica (E e F) em
cia de qualquer tipo de estimulagao, o que pode animais-controlo (A, C e E) e em ratos STZ (B, D e F),

R ~ uatro semanas apos injeccdo. Escala: 100 um.
contribuir para a dor espontanea que ocorre na a pos Injece H
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Figura 5. Efeitos da estimulacdo indcua (A e B), noxica mecénica (C e D) e noxica térmica (E e F) na expressdo

de Fos nos segmentos espinhais L,-L,, quatro semanas apds injeccdo. Os gréficos apresentam o nimero médio de
neuronios Fos-IR (+ EPM) quantificados nas laminas I-Il (A, C e E) ou Ill-V (B, D e F) do corno dorsal ipsilateral.

A estimulagao indcua nao induziu a expressdo de Fos quando comparado com os valores basais. Os efeitos

da estimulagdo noxica mecénica na expressdo de Fos foram mais marcados do que os da estimulagdo noxica térmica.
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diabetes®*. O aumento da actividade neuronal
observado neste estudo estd de acordo com os
dados electrofisiolégicos obtidos neste modelo
animal”8. Os estudos electrofisiolégicos néo per-
mitem, porém, estudar um grande numero de
neurénios nem correlacionar as suas respostas
com a localizagdo na medula espinhal, um facto
importante atendendo a distribuicao dos diferen-
tes tipos de neurénios pelas 1aminas da medula
espinhal*’. As presentes observacées mostram
gue tanto o corno dorsal superficial como o pro-
fundo estéo afectados durante a diabetes, com
um maior comprometimento do primeiro. E pro-
vavel que estas alteracdes funcionais de todo o
corno dorsal durante a diabetes afectem, de
uma forma importante, a transmiss&o ascenden-
te da informacao nociceptiva, na medida em que
quer os neurénios do corno dorsal superficial quer
do profundo participam nas principais vias espi-
nhofugais*®4°. De facto, foi demonstrado que
alguns neurdnios que apresentavam um aumento
da actividade basal durante a diabetes perten-
ciam ao tracto espinotalamico®. A hiperactivida-
de basal dos neurdnios € provavelmente devido
a constante chegada de informacéo vinda da
periferia pois existe actividade ectépica das fi-
bras nervosas periféricas nos ratos diabéticos®.
No entanto, a hiperactividade pode também ser
devida a alteracdes plasticas da medula espinhal,
ou mesmo, das regides supra-espinhais envolvidas
na modulacédo descendente da dor®'-53,

A hiperactividade basal observada durante a
diabetes esta de acordo com os dados de estu-
dos com modelos de neuropatia traumatica'®.
No entanto, a diabetes parece induzir efeitos
diferentes quando se trata de estimulagao ino-
cua. Em situacb6es de neuropatia traumatica, a
estimulagado in6cua induz activagdo do proto-
oncogene c-fos'®19222429 o que ndo se verifica
nos nossos ratos diabéticos, mesmo apods esti-
mulac&do prolongada. Tendo em consideracgéo
que a alodinia mecéanica é uma caracteristica da
neuropatia diabética”®3', é provavel que os ni-
veis altos de Fos basal nos ratos diabéticos es-
tejam a mascarar a expressao de Fos induzida
pela estimulacdo mecanica inécua.

Comparativamente aos niveis basais, a esti-
mulacdo mecéanica ndxica aumentou significati-
vamente o numero de neurdnios Fos-IR no corno
dorsal superficial e profundo nos ratos diabéti-
cos. Este estimulo induziu uma expressédo de
Fos significativamente superior em ratos STZ do
que em ratos-controlo. Tendo em consideracéo
as multiplas evidéncias da existéncia de corre-
lacdo entre a magnitude de expresséo de c-fos
induzida por estimulos néxicos e as respostas
comportamentais a dor®#%, ¢ provavel que o
aumento da actividade nociceptiva espinhal ve-
rificada apods estimulacdo mecénica seja a cau-
sa da hiperalgesia mecéanica observada na dia-
betes?>3!. Os efeitos da estimulacdo noxica
térmica na expresséo de Fos verificaram-se ape-
nas nas laminas superficiais do corno dorsal e

em ambos os grupos, sem diferengas significa-
tivas entre eles. O efeito mais marcado do esti-
mulo néxico mecanico em relacdo ao térmico
estd em concordancia com outros estudos que
mostram que a diabetes afecta de modo mais
severo as respostas mecénicas do que as tér-
micas®33. Os efeitos da estimulagéo ndxica me-
canica na inducédo de Fos sdo mais pronuncia-
dos do que os da estimulacdo térmica, ndo so
nos ratos diabéticos mas também nos ratos con-
trolos, o que esta de acordo com estudos pré-
vios*344, Os diferentes efeitos poderiam ser ex-
plicados por diferencas de intensidade dos
estimulos, no entanto foi demonstrado previa-
mente que estes dois estimulos sdo semelhantes
no que diz respeito a magnitude do edema teci-
dular induzido*¥%”. O padrao de expressdo de
Fos na medula espinhal parece, pois, ser deter-
minado pela natureza do estimulo, ndo sé em
animais controlo®4344 mas também em animais
diabéticos, conforme demonstrado pela primeira
vez no presente estudo.

Os efeitos da estimulacdo noéxica térmica na
expressao de Fos nos ratos diabéticos sao difi-
ceis de explicar, tendo em conta que estes ani-
mais desenvolvem hipoalgesia térmica’-3%-32,
confirmada no presente estudo pela realizacao
do teste de flexdo da cauda. Com base em es-
tudos que demonstram a necessidade de ajustar
0s resultados deste teste para os valores da
temperatura da cauda®%°, foi proposto que a
diminuicdo da temperatura cutanea observada
nos ratos diabéticos poderia justificar a hipoal-
gesia térmica detectada com estes testes’. Apds
ajuste dos resultados do teste de flexdo da
cauda para a temperatura cutanea a hipoalge-
sia térmica manteve-se, 0 que sugere a existén-
cia de outros factores, que néo a hipotermia, na
etiologia desta alterac&o sensorial. A activagao
de expressao de c-fos em neurénios espinhais
inibitérios induzida pela estimulacédo térmica é
uma possivel explicacdo para este achado,
dado ter sido previamente demonstrado que o
c-fos pode exprimir-se em populacdes de neu-
rénios espinhais neuroquimicamente heterogé-
neas, que podem conter neurotransmissores
inibitérios® ou estar sob o efeito de acgdes ini-
bitorias?®.

A diabetes induzida pela injecgcdo de STZ é
caracterizada por hiperglicemia e deficiéncia em
insulina. Estes dois factores parecem contribuir
para a fisiopatologia das lesées dos nervos pe-
riféricos durante a diabetes, na medida em que
se observou que o tratamento com insulina, com
ou sem normalizacdo dos valores glicémicos,
previne e reverte as alteragcdes dos nervos peri-
féricos e os sinais de neuropatia diabética®®-6!.
Tendo em conta a presenca de receptores para
a insulina na medula espinhal®?63 & provavel
que a deficiéncia em insulina contribua, conjun-
tamente com a hiperglicemia, para as alteracdes
funcionais observadas no corno dorsal da me-
dula espinhal. O presente estudo nao avaliou o
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efeito do tratamento insulinico na funcdo dos
neurénios espinhais, porque o principal objectivo
era avaliar o efeito da diabetes per se nas res-
postas dos neurdnios do corno dorsal, e o trata-
mento com insulina ou outros agentes farmaco-
l6gicos poderiam influenciar a funcéo destes
neuronios. No entanto, € muito importante avaliar
qual a contribuic&o relativa da hiperglicemia e
da deficiéncia de insulina nas alteracfes da ac-
tividade neuronal durante a diabetes.

Assim, o presente estudo demonstra que a
actividade basal dos neurénios do corno dorsal
da medula espinhal esta claramente aumentada
quatro semanas apoés a inducé&o da diabetes.
Estes resultados, em conjunto com observacdes
prévias de alteracfes funcionais e estruturais da
medula espinhal, demonstram que a actividade
neuronal na medula espinhal esta afectada de
uma forma importante nesta patologia.
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Expressao do ARNm para o Receptor

Opidide 6 (DOR) Durante a Evolucao da
Monoartrite: Alteracoes Observadas no
Nucleo Reticular do Talamo e em Nucleos
do Bolbo Raquidiano do Tronco Cerebral

Fani Lourenga Neto'!, Raquel Carvalhosa’', Joana Ferreira-Gomes’,
Carlos Reguenga?® e José Manuel Castro-Lopes’

Resumo

Em situacoes de dor cronica, estao descritas alteracoes na expressao do ARNm para receptores de neuro-
transmissores em varias areas do sistema nervoso central (SNC). Os receptores opidides o (DOR) tém sido
recentemente implicados nos mecanismos de dor, mas nao existem estudos que descrevam a expressao do
seu ARNm em ntcleos especificos do tadlamo e do tronco cerebral em condi¢coes de dor cronica inflamatoria,
embora a sua expressao basal tenha sido ja avaliada no SNC do rato. Neste estudo foi efectuada uma hibri-
dacao in situ para o ARNm do DOR em cortes de encéfalo de ratos controlo e ratos monoartriticos (MA) com
2, 4, 7 e 14 dias de inflamacado. A quantidade de ARNm, expressa em «densidade de graos de prata», foi
determinada bilateralmente no complexo ventrobasal (VB), ntcleos posterior (Po), centromedial/centrolateral
(CM/CL) e reticular (Rt) do talamo, e ainda nos nucleos reticular dorsal (DRt), reticular lateral (LRt) e reticu-
lar parvocelular (PCRt) do tronco cerebral. Os animais controlo exibiram uma expressao de ARNm baixa no
VB, Po e CM/CL, assim como no PCRt, enquanto no Rt, DRt e LRt foram observados niveis moderados de
densidade de graos de prata. Durante a MA, a expressao de ARNm para o DOR diminuiu significativamente
(22%) no Rt contralateral a articulacao afectada aos 7 e 14 dias de inflamacao, em comparacdao com os
animais controlo. Foi também observada uma reducao bilateral (35%) no DRt aos 14 dias de MA, enquanto
que no PCRt foi detectado um aumento contralateral aos sete dias (39%). Nao foram encontradas alteragcoes
nas outras regioes analisadas. Os resultados sugerem que o DOR esta provavelmente envolvido nas altera-
¢coes que ocorrem no talamo e no tronco cerebral em resposta a dor crénica inflamatéria.

Palavras-chave: Receptores opidides 5. Nucleo reticular do talamo. Hibridagcao in situ. Dor crdonica inflama-
toria. Nucleo reticular dorsal. Nucleo reticular parvocelular. Monoartrite.

Abstract

Changes in the mRNA expression of neurotransmitters receptors under chronic pain conditions have been des-
cribed in various areas of the central nervous system (CNS). Delta opioid receptors (DOR) have been impli-
cated in pain mechanisms but, although its mRNA expression has been studied in the rat CNS, there are no
reports describing its distribution in specific thalamic and brainstem nuclei during chronic inflammatory pain.
Here, in situ hybridization for DOR mRNA was performed in brain sections from control and monoarthritic (MA)
rats with 2, 4, 7 and 14 days of inflammation. Grain densities were determined bilaterally in thalamic and
brainstem nuclei known to be involved in pain processing, namely the ventrobasal complex (VB), posterior
(Po), centromedial/centrolateral (CM/CL) and reticular (Rt) nuclei of the thalamus, and in the dorsal reticular
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(DRt), lateral reticular (LRt) and parvocellular reticular (PCRt) nuclei of the brainstem. Control animals exhi-
bited weak DOR mRNA expression in the VB, Po and CM/CL, as well as in PCRt, while moderate grain den-
sities were observed in the Rt, DRt and LRt. During MA, DOR mRNA expression was significantly decreased
(22%) in the Rt contralateral to the affected joint at both 7 and 14 days of inflammation, as compared to
controls. A bilateral reduction (35%) was also observed in the DRt at 14 days of MA, while a contralateral
increase was found in the PCRt at 7 days (+39%). No significant changes were observed in the other regions
analyzed. Data suggests that DOR is probably involved in the alterations that occur in the thalamus and
brainstem in response to chronic inflammatory pain. (Dor. 2007;15(2):32-40)

Key words: Delta-opioid receptor. Reticular thalamic nucleus. In situ hybridization. Chronic inflammatory pain.
Dorsal reticular nucleus. Parvocellular reticular nucleus. Monoarthritis.

Introducao

As drogas que actuam nos receptores opidi-
des tém sido usadas desde ha muito tempo
como uma das terapias mais eficazes no trata-
mento da dor crénica'. Apesar disso, e do facto
de varios estudos os implicarem na modulacao da
dor?3, existem ainda muitas questdes em aberto
relativamente ao papel desses receptores trans-
membranares acoplados a proteina G nos me-
canismos de processamento da dor, nos diferen-
tes niveis do sistema nociceptivo. Durante algum
tempo, a investigagao cientifica devotada a este
tema privilegiou os receptores opidédes p (MOR),
e estabeleceu este subtipo de receptores como
sendo 0s principais responsaveis pela mediacao
dos efeitos analgésicos e de tolerancia dos opi-
oides?. Para além de analgesia, os agonistas do
MOR como a morfina, causam depressao respi-
ratéria e dependéncia fisica. Pelo contrério, a
evidéncia experimental sugere que 0s agonistas
para os receptores opiddes delta (DOR) nao pro-
vocam esses efeitos secundarios*®, o que os
torna potenciais alvos para o desenvolvimento de
novos analgésicos. Experiéncias recentes indi-
cam a existéncia de interac¢cbes modulatérias
entre MOR e DOR, e, de facto, foi verificado um
aumento da poténcia e eficacia analgésica e uma
reducdo da tolerancia e dependéncia fisica dos
agonistas do MOR, quando essas drogas foram
co-administradas com ligandos para o DOR®. De
facto, os dados sugerem que 0 enderecamento
e trafego do DOR para a membrana celular s&o
mecanismos cruciais na modulacéo da analgesia
e tolerancia aos opiaceos’. Outros autores obser-
varam ainda uma regulacao positiva da expres-
sdo proteica de DOR nos ganglios raquidianos de
ratos com lesdo de um nervo periférico®. Além
disso, nesses mesmos animais, a administracéo
periférica de um agonista do DOR atenuou a
diminuicéo dos limites de sensibilidade mecéani-
ca induzidos pela condicao neuropatica®.

Apds clonagem do DOR?, a express&o do seu
ARNm foi mapeada no SNC do rato'®. Ainda
assim, nao existem estudos que analisem a ex-

pressdo do ARNm do DOR em condigdes de dor
cronica inflamatdéria em nucleos do talamo e tron-
co cerebral especificamente envolvidos nos me-
canismos de processamento da dor, embora seja
amplamente reconhecido que a dor crénica in-
flamatdria induz diferentes tipos de alteracdes
plasticas em muitas regides do SNC'. Assim,
foram observados aumentos da actividade me-
tabdlica neuronal em situagcdes de dor crénica
inflamatoria’® e neuropatica’®, em muitas regides
implicadas no processamento do afluxo néxico.
Num desses estudos, as alteracdes de activida-
de neuronal, observadas em muitas regides do
encéfalo de ratos com monoartrite (MA) induzida
experimentalmente, ndo foram lineares relativa-
mente a progressao da doenca, sugerindo uma
interaccdo entre mecanismos excitatoérios e ini-
bitérios de transmissado nociceptiva'?. Para além
disso, as expressdes do ARNmM de varios subti-
pos de receptores metabotrépicos do glutamato™
e das subunidades dos receptores GABAS'6
sofreram regulacdes em nucleos especificos do
tdlamo que foram dependentes do tempo de
progressédo da MA, indicando que esses recep-
tores deverao participar na resposta neuronal ao
afluxo ndxico cronico. Ainda assim é necessario
avaliar o possivel papel de outros receptores de
neurotransmissores nesses mecanismos e o DOR,
pelas razbes acima descritas, € um possivel can-
didato. No estudo em causa, foi entdo avaliada a
expressao do ARNm do DOR durante a evolucéo
da MA, em regides do talamo e tronco cerebral
do rato envolvidas na nocicepcédo, através do
uso de técnicas de hibridacéo in situ.

Materiais e métodos
Animais

Ratos Wistar adultos machos (Instituto de Bio-
logia Molecular e Celular, Porto, Portugal) pesando
entre 250 e 300 g foram alojados em gaiolas com
agua e alimento ad libitum e mantidos a uma

temperatura constante de 22 °C e luminosidade
controlada (ciclos de 12 h luz/12 h escuriddo).
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Em todas as experiéncias foram seguidos os
regulamentos das autoridades locais relativos ao
manuseamento de animais de laboratério bem
como as normas éticas para o estudo de dor
experimental em animais conscientes' e a di-
rectiva 86/609/EEC da Unido Europeia.

Indugéo da inflamagéo cronica

A MA foi induzida sob anestesia volatil (isoflu-
orano) por injeccéo intra-articular de adjuvante
completo de Freund’s (CFA) na articulagéo tibio-
tarsica esquerda de acordo com o método des-
crito por Butler, et al.’® e os animais foram sacri-
ficados 2, 4, 7 e 14 dias apos a injecgdo (n = 6
por grupo experimental). A evolucéo da reaccao
inflamataéria foi monitorizada diariamente usando
uma escala subjectiva, onde zero significa que nao
ha sinais de inflamacéo e quatro indica que ha uma
inflamac&o severa com repercussdes na activi-
dade motora do animal'®. Todos os animais que
desenvolveram sinais de poliartrite foram exclu-
{dos do estudo. Um grupo de animais controlo
(n = 6) foi injectado de modo semelhante com
soro fisiolégico e sacrificado apds dois dias.

Preparagéo das sondas de ribonucledtidos

Um plasmideo contendo o ADNc para o DOR
de rato foi gentiimente cedido pelo Professor
Huda Akil do Mental Health Research Institute
da Universidade do Michigan. O ADNc foi am-
plificado pela reaccdo da polimerase em cadeia
(PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) e o
fragmento de 985 pb resultante (402-1.386 pb,
Genbank Acession #D16348°) foi clonado num
vector plasmidico (pCR2.1) contendo o promotor
T7 da ARN polimerase para producao, por trans-
cricdo in vitro (kit T7, Promega), da sonda de
ARNCc contra o DOR marcada radioactivamente
com [u-%S]-UTP (1.200 Ci/mmol; PerkinElmer). A
incorporacéo da radioactividade foi determinada
por contagem de cintilagéao.

Preparagéo do tecido e hibridagéo in situ

Os cérebros foram rapidamente dissecados,
congelados em gelo seco e armazenados a
-80 °C. Foram seccionadas fatias coronais do
encéfalo (14 pm de espessura) num criostato a
-20 °C, montadas em laminas de vidro revesti-
das com poli-L-lisina e depois fixadas em 4%
paraformaldeido (PFA, 5 min) a 4 °C, lavadas em
1x tampé&o fosfato salino (PBS), desidratadas e
armazenadas em etanol 96% a 4 °C'42. A hibri-
dacéo in situ radioactiva foi realizada de acordo
com o método descrito por Mansour, et al.’®. No
dia da hibridacgéo in situ o tecido foi rapidamen-
te hidratado em 96, 70 e 30% etanol e depois
fixado durante uma hora em 4% PFA. Os cortes
foram entéo lavados trés vezes em 2x SSC (cit-
rato salino de sodio) pH 7,0, e posteriormente fo-
ram tratados com proteinase K (1 ug/mlem 10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) durante 15 minu-

tos a 37 °C. Seguidamente mergulharam-se as
laminas em H,O, lavaram-se com trietanolamina
0,1 M pH 8,0, depois com uma solucéo de trie-
tanolamina 0,1 M pH 8,0 e anidrido acético
(400:1) e por fim, com H,O tratada durante dois
minutos. Finalmente, os cortes foram desidrata-
dos por lavagens em solucées de etanol de con-
centracdo crescente. As laminas secaram ao ar.
As sondas de ARN foram aquecidas a 65 °C
durante trés minutos e depois foram diluidas em
tampao de hibridacdo (75% formamida, 10%
dextrano sulfato, 3x SSC, 50mM Na,PO,, pH 7,4,
1x Denhardt’s, 0,1 mg/ml tARN de bactéria, 10 mM
ditiotreitol) obtendo-se uma concentracéo final
na ordem de 108 cpm/100 pl. Os cortes coronais
seriados de encéfalo de ratos controlo e com 2,
4, 7 e 14 dias de MA foram entédo hibridados
(100 pl sonda/lamina) durante a noite em cama-
ras humidificadas (50% formamida, 4x SSC).
Apos lavagens estringentes em SSC e desidra-
tacdo, as laminas foram embebidas em emulséo
fotografica NTB2 Kodak diluida em 0,5% de glice-
rol em agua destilada e expostas durante 15 dias
numa caixa a prova de luz. As fatias foram reve-
ladas com D-19 (Kodak, USA), fixadas e cora-
das com tionina para analise em microscopia
optica de campo claro e escuro. Para determinar a
especificidade de marcacéo, algumas fatias contro-
lo foram incubadas com excesso de 100 vezes
de sonda ndo marcada com a correspondente
sonda marcada com %°S. Nessas laminas nao foi
detectado nenhum sinal para além dos valores
de fundo.

Andlise dos dados

A anélise quantitativa da expressado de ARNm
para o DOR foi determinada em nucleos talamicos
e do tronco cerebral envolvidos na transmissao
e/ou modulacéo (facilitatéria ou inibitéria) da no-
cicepgao. Foram analisadas quatro regides taléa-
micas, nomeadamente o complexo ventrobasal
(VB), o nucleo posterior (Po), os nucleos centro-
medial/centrolateral (CM/CL) e o nucleo reticular
(Rt) do talamo, e trés nucleos do tronco cerebral,
o reticular dorsal (DRt), o reticular lateral (LRt) e o
reticular parvicelular (PCRt). A delimitacdo dos
nucleos foi feita de acordo com o atlas do encé-
falo de rato de Paxinos e Watson?' em cortes
coronais seriados. A quantificacdo foi feita a trés
niveis rostrocaudais em todos 0s nucleos cuja
extensdo compreende esses trés niveis, tal como
anteriormente descrito’™. Em concordancia com
estudos prévios'4, a raz&o entre a area ocupada
pelos graos de prata e a éarea total ocupada
pelas células (valores de densidade de gréos)
foi calculada em cada regido separadamente
nos lados ipsi € contralateral a pata injectada,
usando um sistema de captacédo e analise de
imagem computadorizado (Optimas-Bioscan,
USA) acoplado a um microscopio Leica Axioplan
e a uma camara de video (Sony Hyper HAD
Digital Colour). Todas as imagens do mesmo
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Figura 1. Avaliagdo da intensidade da inflamacéo (média + desvio padrdo da média) dos animais com MA,

antes da injeccao de CFA (tempo 0) e aos 2, 4, 7 e 14 dias de inflamagéo (n = 6 por grupo experimental). A evolugdo
da reacgdo inflamatdria foi monitorizada diariamente de acordo com Castro-Lopes, et al.’®, a cada tempo de inflamagdo
antes dos animais serem sacrificados. Aos dois dias apds a injecgdo de CFA todos os ratos ja evidenciavam

uma reacgdo inflamatdria grave restrita a articulacdo artritica que foi também observdvel aos 4, 7 e 14 dias de MA.

nucleo a diferentes niveis rostrocaudais foram
analisadas individualmente e foi calculada a mé-
dia dos resultados para cada animal dos dife-
rentes grupos experimentais. Os valores de fun-
do foram determinados ao acaso nas imagens
analisadas, no neurdpilo onde, muito provavel-
mente, n&o ocorreu marcacéo especifica. Sub-
sequentemente, os valores individuais médios
obtidos foram divididos pelos valores de fundo
e apresentados como «numero de vezes acima
dos valores de fundo».

Os numeros finais de expressdo do ARNm do
DOR para cada regido analisada em cada um
dos grupos experimentais, expressos em densi-
dade de graos de prata, foram obtidos fazendo-
se a média dos valores individuais de cada ani-
mal de cada grupo (n = 6) e s&o apresentados
como a média = erro padrao da média do nume-
ro de vezes acima dos valores do fundo a que
o ARNm do DOR se encontra expresso. Os va-
lores de densidade de gréos inferiores a 1,5 vezes
os valores de fundo foram considerados como
sendo iguais aos valores de fundo. Em cada
regido analisada, a expressao de ARNm do DOR
para os ratos controlo, 2, 4, 7 e 14 dias de MA
foram comparados através de uma anélise de
variancia (ANOVA) para cada regido analisada,
seguida do teste post-hoc LSD. Foi aceite um
valor de significancia de p < 0,05.

Resultados
Progresséo da inflamagéo cronica

Os animais controlo que receberam uma injec-
cao intra-articular de soro fisiolégico ndo mostra-
ram quaisquer sinais de inflamacao e apresentaram

um comportamento normal (pontuacéo de infla-
macédo 0). Pelo contrario, os animais MA mostra-
ram respostas fisiopatolégicas e comportamen-
tais que seguiram um padrdo temporal ja
anteriormente descrito nesses animais’®'®, evi-
denciando uma reaccdo inflamatéria restrita a
pata inflamada, edema intenso e um comporta-
mento de defesa, com flex&do persistente da arti-
culacao injectada (Fig. 1), principalmente no gru-
po de animais com 14 dias de inflamagéo.

Expressdo do ARNm para o DOR

Em animais controlo, a expressdo do ARNm
para o DOR foi fraca a moderada em todas as
regides taldmicas analisadas, tendo-se detectado
valores médios de 1,7 + 0,1 no VB, 1,8 = 0,1
no Po, 1,9 + 0,1 no CM/CL e 2,0 + 0,1 no Rt
(média dos valores obtidos ipsi e contralateral-
mente + SEM, numero de vezes acima dos va-
lores de fundo) (Fig. 2). No tronco cerebral, a
expressdo do ARNm para o DOR foi fraca a
moderada nos trés nucleos estudados, tendo-se
obtido valores médios de 1,9 + 0,1 no PCRt, 2,0
+ 0,1 no DRt e 2,3 £ 0,1 no LRt (média dos
valores obtidos ipsi e contralateralmente + SEM,
ndimero de vezes acima dos valores de fundo)
(Fig. 2). Nao foram detectadas diferencas signi-
ficativas na distribuicao da expressdo do ARNm
para o DOR ao longo da extens&o rostrocaudal
dos nucleos analisados nem entre os lados ipsi
e contralateral (Student t-test). Através da colo-
racao de Nissl, verificou-se que a expresséo do
ARNm para o DOR se encontrava, aparentemen-
te, restrita as células neuronais em todos o0s nu-
cleos analisados.

& DOR
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articulagao injectada com soro fisioldgico.

Figura 2. Quantificacdo (média de densidade de grdos + desvio padrdo da média) da expressdo do ARNm para o DOR
nas regibes taldmicas e do tronco cerebral analisadas nos animais controlo (n = 6), nos lados ipsi e contralateral a

Em ratos MA, a expressdao do ARNm para o
DOR sofreu alteracées significativas que foram
dependentes da regido e do tempo de inflama-
cdo Assim, foi detectada uma diminuicdo esta-
tisticamente significativa de 22% em relacédo aos
animais controlo (p < 0,01, andlise post-hoc
LSD) no Rt contralateral a articulacdo afectada
nos animais com 7 € com 14 dias de MA (Figs.
3 e 4). No Rt ipsilateral, assim como bilateral-
mente em todos os outros nucleos talamicos
analisados, ndo foram observadas alteragdes
estatisticamente significativas em nenhum dos
tempos de inflamacé&o analisados (Fig. 3). No
tronco cerebral, foi observado um padrao tem-
poral da expressdo do ARNm para o DOR em
alguns nucleos do bolbo raquidiano de ratos
MA. Assim, ndo foram detectadas alteracées aos
2 e 4 dias de doencga, mas estas foram seguidas
de aumentos aos 7 dias e de um retorno para
0s niveis de expressdao de ARNm dos animais
controlo ou uma diminuicdo aos 14 dias apos a
injeccdo de CFA. Este padrédo, embora detecta-
vel, nem sempre foi estatisticamente significati-
vo. Reducdes da expressdo do ARNm para o
DOR estatisticamente significativas foram obser-
vadas no DRt somente aos 14 dias de MA, em
ambos os lados ipsi e contralateral a pata artri-
tica (37 e 34% de decréscimo em relagédo aos
controlo, respectivamente, p < 0,05, analise
post-hoc LSD), enquanto que os aumentos aos
7 dias nao atingiram significancia estatistica
(Fig. 3). No PCRt, pelo contrario, foi detectado
um aumento da expressao aos 7 dias, que foi
estatisticamente significativo contralateralmente
(+ 39% em relagéo aos controlo, p < 0,05, ana-
lise post-hoc LSD), enquanto que foram obser-

vados decréscimos aos 14 dias mas que nao
foram estatisticamente significativos (Fig. 3). Fi-
nalmente, foi observado o mesmo padréo tem-
poral no LRt, mas nem os aumentos aos 7 dias
nem os decréscimos aos 14 dias atingiram sig-
nificancia estatistica.

Discussao

No presente estudo, uma expressao basal do
ARNmM para o DOR fraca a moderada foi obser-
vada em todas as regides talamicas e do tronco
cerebral analisadas em animais normais. No
tdlamo, a marcacao mais elevada foi encontrada
no Rt, enquanto que no tronco cerebral foi o LRt
que exibiu uma maior marcacado de gréos de
prata. Estes resultados estédo de acordo com um
estudo de hibridac&o in situ prévio no rato onde
foi detectada uma expressao basal baixa do ARNm
para o DOR na maioria dos nucleos do talamo,
com uma localizacdo preferencial de células
marcadas no Rt (juntamente com outras quatro
regides que nao foram analisadas no presente
estudo), e niveis moderados a elevados no LRt™.
No entanto, a comparacéo directa da quantida-
de relativa de ARNm é dificil de efectuar uma
vez que o sinal de hibridacéao in situ esta depen-
dente da actividade especifica das sondas mar-
cadas radioactivamente assim como da eficién-
cia de hibridac&o e/ou degradagao/preservagéo
do ARNm?2022_ Estudos auto-radiogréaficos de li-
gacéo detectaram também uma densidade de
ligacdo ao receptor DOR fraca a moderada na
maioria do talamo e tronco cerebral?®. No entan-
to, em alguns nucleos do tronco cerebral, dos
quais o LRt é um exemplo, parece existir uma
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*Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05, ANOVA seguido do post-hoc LSD).
**Diferengas estatisticamente significativas (p < 0,01, ANOVA seguido do teste post-hoc LSD).

Figura 3. Quantificacdo (média de densidade de grdos + desvio padrdo da média) da expressdo do ARNm para o DOR
no Rt (A), DRt (B) e PCRt (C) de animais controlo e MA com 2, 4, 7 e 14 dias de inflamag&o (n = 6 por grupo
experimental), nos lados ipsi e contralateral a articulacao injectada com soro fisioldgico (controlo) ou CFA (MA). A: no
Rt, a expressdo do ARNm para o DOR sofreu um decréscimo estatisticamente significativo no lado contralateral nos
ratos com 7 e 14 dias de MA (p < 0,01, andlise post-hoc LSD). B: no DRt, a expressdo do ARNm para o DOR sofreu
um decréscimo estatisticamente significativo em ambos os lados ipsi e contralateral nos ratos com 14 dias de MA
(p < 0,05, andlise post-hoc LSD). C: no PCRt, foi observado um aumento estatisticamente significativo no lado
contralateral aos 14 dias de MA (p < 0,05, andlise post-hoc LSD).

certa discrepancia entre a expressao de ARNm
para o DOR e a intensidade de ligacéo ao re-
ceptor. Isto podera reflectir ndo s6 as desvanta-
gens da metodologia experimental usada como
também o transporte do receptor para locais
distantes do local de sintese®. Para além disso,
em algumas éareas antinociceptivas do tronco
cerebral, parece nao haver uma total concordan-
cia entre a intensidade de ligac&o ao radioligan-
do e a intensidade de ligacao funcional, sendo
esta avaliada pela resposta ao [¥S]GTPYS, o
que possivelmente reflecte uma heterogeneida-
de regional de acoplamento do receptor a pro-
tefna G e/ou alguma heterogeneidade na locali-
zagéao subcelular de DOR?*.

E amplamente reconhecido que em condicbes
de dor inflamatodria crénica ocorrem vérias alte-
racdes plasticas, incluindo na expresséao de re-
ceptores de neurotransmissores a diferentes ni-
veis das vias nociceptivas'! 14162532 No que diz
respeito ao sistema opioidérgico em particular,
essas alteragdes encontram-se documentadas
especialmente ao nivel dos aferentes primarios

e medula espinhal?®282931.32 ¢ ngo tanto em re-
gides supra-espinhais®. Para além disso, exis-
tem alguns dados contraditorios relativamente a
medula espinhal®62233 Em regides supra-espi-
nhais, nao foram detectadas alteracdes na acti-
vidade da proteina G mediada pelo MOR ou
DOR em muitas regides do encéfalo, incluindo o
caudate-putamen, tdlamo medial e substancia
periaquedutal cinzenta de ratos poliartriticos34.
De modo similar, ndo foram encontradas altera-
¢des na densidade total de ligagdo de opidides
no tadlamo ou mesencéfalo de ratos artriticos
com trés semanas de doenca, mas foi detectado
um decréscimo relativo da proporgdo de KOR
comparativamente a MOR no tdlamo, sugerindo
um decréscimo relativo de KOR®. Neste estudo,
relatamos decréscimos contralaterais da expres-
s&do do transcripto para o DOR detectados no
Rt, um nucleo talamico, de ratos MA com 7 e
14 dias de doenca. Para além disso, no tronco
cerebral, foram observados decréscimos bilate-
rais no DRt aos 14 dias de inflamacé&o, enquan-
to que no PCRt de ratos com 7 dias de MA foram

% DOR
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Figura 4. Imagens digitalizadas de microscopia de campo
claro (coluna esquerda) e a sua correspondente em
campo escuro (coluna direita), de grande ampliacdo, de
fatias de talamo expostas a uma emulsao fotografica
onde se mostra a expressao do ARNm para o DOR no Rt
contralateral a pata injectada em animais controlo (c) e em
ratos monoartriticos com 7 dias (7d). As setas apontam
para neurdnios que expressam o ARNm para o DOR.

detectados aumentos significativos contralate-
ralmente. Ambos os Rt3%36 ¢ DRt37:38 foram ante-
riormente implicados nos mecanismos de pro-
cessamento da dor. O PCRt pertence as areas
motoras extrapiramidais, mas projecta intensa-
mente para o DRt® sendo por isso possivel que
esteja a influenciar as reacc6es motoras a esti-
mulac&o nodxica através do DRt, um nucleo pro-
nociceptivo do tronco cerebral. De facto, vale a
pena mencionar que foi observado um aumento
da actividade metabdlica neuronal no PCRt de
ratos com dor croénica inflamatdéria ou neuropati-
ca'?'3. Sendo assim, as alteragbes de expres-
sdo do ARNm observadas neste estudo muito
possivelmente reflectem uma resposta do sis-
tema nociceptivo a condicédo de dor inflamatéria
cronica. E pouco provavel que essas alteracoes
sejam sistémicas ou ndo especificas uma vez
que noutros nucleos analisados, que estéo pro-
fundamente envolvidos no processamento da
dor, como o VB ou o Po'4 nao foram detecta-
das quaisquer alteracbes na expressdo do
ARNm para o DOR, sugerindo que a expresséo
de DOR n&o é modulada nessas regidées em
condi¢Oes de dor inflamatdria cronica. De modo
interessante, no mesmo modelo de MA foram
anteriormente relatados aumentos significativos
da expressao do ARNm do subtipo 3 de recep-
tores metabotropicos do glutamato (mGIuR3)
no Rt™, enquanto que ndo foram detectadas
alteragbes para os transcriptos das subunidades
do receptor GABA, ™6, E importante, no entan-
to, verificar se essas alteracées na expresséo do
ARNmM tém paralelo nos niveis proteicos.

Nas ultimas décadas, houve um aumento
substancial de interesse a volta do DOR e do seu
uso potencial no tratamento da dor crénica
devido a constatacéo de que 0s seus ligandos tém
efeitos secundarios menos graves. Estudos pré-
clinicos e clinicos sugerem que a administracéao

de agonistas selectivos para o receptor & produ-
zem antinocicepg¢éo e analgesia em varias con-
dicdes de dor croénica, incluindo inflamatéria,
neuropatica e tumoral*'. Existe evidéncia de que
a activacao de DOR pré-sinaptico por agonistas
especificos pode inibir a libertagdo de GABA em
algumas regides do tronco cerebral envolvidas
na modulacdo da dor%?43. No Locus coeruleus,
por exemplo, foi demonstrado que a activacéo
de DOR pré-sinéaptico excita uma populacéo de
neurdnios que projectam para a medula espinhal
através da inibicédo da libertagcdo de GABA, pro-
vocando desta forma um aumento da libertacéo
de norepinefrina e analgesia*®. Noutras regides
do tronco cerebral, como o bolbo ventrolateral
rostral, a localizac&o pré-sinaptica de DOR tam-
bém sugeriu que a sua activacdo por agonistas
enddgenos ou exdgenos possa modular a liber-
tacdo de neuropeptideos*t. Assim, se também
se verificarem ao nivel proteico, as alteracdes da
expressao do ARNm para o DOR detectadas no
presente estudo no Rt, no DRt e no PCRt de
ratos MA, poderédo também estar relacionadas
com mecanismos similares de inibicdo da liber-
tacdo de neurotransmissores mediados pelo
DOR, que poderao ser iniciados ou estar poten-
ciados em situagdes em que ocorra aumento do
afluxo ndxico oriundo da periferia, tal como o
originado pela MA. Ma, et al.*> demonstraram
também que em alguns nucleos do tronco cere-
bral muito implicados na analgesia opidide, 0s
agonistas do DOR foram eficazes tanto na inibi-
¢cao da libertacdo de GABA pré-sinaptico, como
na mediacio de analgesia em ratos tolerantes a
morfina. No entanto, 0 mesmo n&o aconteceu
com ratos aos quais nunca tinha sido adminis-
trado um opidide, sugerindo portanto ser neces-
saria uma interaccdo funcional entre MOR e
DOR. Esta interaccao parece ser crucial uma
vez que foi detectado um aumento significativo
da expressdo da proteina do DOR tanto em
preparacbes de membranas de Western blot
como em varicosidades imunorreactivas de te-
cido do tronco cerebral obtido de ratos toleran-
tes a morfina por oposicdo ao obtido de ratos
nunca expostos a opidides*?. Esta sinergia entre
os sistemas do MOR e do DOR tinha ja sido
anteriormente proposta por Qiu, et al.*®, face a
resultados obtidos com ratinhos knock-out para
o MOR sujeitos a uma injeccéo intraplantar de
CFA, que sugeriram que o MOR possa estar
envolvido na persisténcia da hiperalgesia infla-
matdria, € que na auséncia desses receptores é
activado um mecanismo compensatoério media-
do pelo DOR em resposta ao afluxo néxico con-
tinuo. Em vista disto, tem sido sugerido que o
enderecamento e trafego do DOR para a mem-
brana celular é crucial a analgesia e tolerancia
mediada por opidides’.

No presente estudo, as alteracdes de expres-
sdo do ARNm para o DOR so¢ foram detectadas
nos ultimos tempos de inflamagao. Este padréo
temporal de alteracdes podera ser possivelmente
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explicado pela necessidade de interacgao en-
tre os sistemas MOR e DOR, que poderia estar
a ocorrer presumivelmente com maior intensida-
de nos tempos mais iniciais da doenca. De facto,
existem dados comprovando uma regulacao po-
sitiva dos locais de ligacdo ao MOR, do acopla-
mento as proteinas G e da imunoreactividade,
em neurdnios aferentes primarios observados
aos quatro dias de uma inflamacé&o da pata pos-
terior induzida por injeccao de CFA*. Para além
disso, estudos semelhantes demonstraram que
esta regulacao positiva foi dependente do tempo
de inflamacéao, atingindo picos as 24 h em ani-
mais estudados até aos quatro dias de inflama-
¢c&0%, enquanto que foi detectada uma regula-
cao positiva bifasica da expressdo do ARNm do
MOR, com um pico inicial as 1-2 h e um aumen-
to mais tardio as 96 h (quatro dias) nos ganglios
raquidianos ipsilaterais3'. E claro que se mantém
ainda a questao de se saber se essas alteracdes
iniciais da expressdo do ARNm para o MOR séo
também observaveis em ratos monoartriticos em
centros mais elevados das vias nociceptivas
como € o caso do tronco cerebral e do talamo,
uma vez que essa analise ndo foi efectuada no
presente estudo e ndo temos conhecimento de
que esses estudos alguma vez tenham sido re-
latados.

Em conclusdo, neste estudo relatamos que
animais sofrendo de MA, uma condicao de dor
inflamatoria croénica, tém alteragdes significativas
da expressédo do ARNm para o DOR detectadas
num nucleo especifico do talamo, o Rt, que filtra
a transferéncia de informacéo sensitiva entre o
restante talamo e o cortex cerebral, assim como
em dois nucleos do tronco cerebral, o DRt, uma
regiao que pertence a via nociceptiva de modu-
lac&o descendente facilitatoria, e o PCRt. Essas
alteracdes representam, muito possivelmente,
uma resposta plastica do sistema nociceptivo ao
aumento do afluxo néxico, mas sdo necessarios
estudos que analisem a expressao proteica, as-
sim como estudos funcionais e electrofisioldgicos,
de modo a se compreender melhor o papel dos
DOR nas alteragdes funcionais que estdo na base
(ou s&o resultantes) do processamento da dor
cronica inflamatéria ao nivel do talamo e do tronco
cerebral.
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