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RESUMO

Em situacbes ameacadoras de natureza inata ouda@&eanimais exibem um conjunto de
comportamentos defensivos espécie-especificoscdais alteracdes autondmicas, fuga, luta
e antinocicepgéo. A exposicdo de camundongos aontabem cruz elevado aberto (LCEa:
quatro bracos abertos), uma situacdo aversiva,zirahiinocicepcdo de alta magnitude.
Todavia, os mecansimos envolvidos em tal antinpci#e ainda ndo estdo elucidados. O
presente estudovestigou se a antinocicepc¢éo induzida por exposigo LCEa: mostra
tolerancia cruzada a morfina (experimentos | eéldfenuada por exposicéo repetida ao LCEa
(experimento ll1); é revertida por tratamento sigEt® com naltrexona (experimento 1V); &
impedida por adrenalectomia (experimento V); p&esapds remocdo do animal do LCEa e
se ha diferencas relacionadas ao sexo neste &tper{mento VI); é mediada pelo receptor
canabinodide, CB1 (experimento VII). Ratos foramridiaente tratados com morfina (M, 5
mg/Kg, i.p.) ou agua destilada (AD) por 5 dias emsivos (tolerancia antinociceptiva
avaliada pelo teste de retirada da cauda). No eljaiste, os ratos receberam injecdo de
formalina 2,5% (5QL) na pata traseira direita e, apos a primeira thséeste de formalina,
foram tratados com M ou AD. Vinte e cinco minutg®s injecdo de formalina na pata, o
tempo de lambidas na pata foi registrado por 1Outos (experimento |). Procedimento
semelhante foi utilizado no experimento Il, excgtee o tempo de lambidas na pata foi
registrado durante exposicdo ao LCEa ou LCE feclig@&f: quatro bracos fechados). No
experimento Ill, nocicepcéo foi avaliada em ratalsnsetidos a 1, 2, 3, 4 ou 6 exposicdes ao
LCEf ou LCEa (formalina injetada somente durantdtena exposi¢do). O experimento IV
investigou os efeitos de naltrexona (2,5 mg/kg) s@bre a nocicep¢ao durante exposi¢cao ao
LCEf ou LCEa. A nocicepcéo também foi avaliada dtegaexposicdo ao LCEf ou LCEa em
ratos sham operados e adrenalectomizados (expéoii@nNo experimento VII, os ratos
foram tratados com veiculo (DMSO 60%) ou AM251 (§/kg, i.p., antagonista CB1).
Quinze minutos apds, os animais receberam formaingata e, apds 25 minutos, foram
expostos ao LCEf ou LCEa. Ja no experimento Vasratachos e fémeas foram expostos ao
LCEf ou LCEa, sem nenhum estimulo nociceptivo aplic durante exposicdo e,
imediatamente apdés, foram testados no teste da maente (52,4 °C). Os resultados
mostraram que a antinocicepcéo induzida pelo LGIaexibe tolerancia cruzada a morfina,
nao foi alterada por ao menos 6 exposi¢cdes adriiimostrou-se insensivel a naltrexona;

nao foi impedida por adrenalectomia e nao foi béagla por AM251. Ainda, tal



antinocicepcdo ndo perdura apés remoc¢do dos antgaggparelho, pelo contrario, ocorre
uma hiperalgesia (conforme avaliado pelo testelatamuente), uma resposta que independe
de diferencas relacionadas ao sexo. Os resultagesesn que a antinocicepc¢éao induzida pelo
LCEa: ndo € mediada por sistema opidide ou receptanabindides CB1 e néo é sensivel a
corticosterona. Além disso, a retirada dos anindaisambiente aversivo altera a resposta
nociceptiva de antinocicepcao para hiperalgesialemdmeno que independe do género.

Palavras-chave:Antinocicepcéo induzida pelo medo. Opidides. Cam@des. Labirinto em
cruz elevado. Hiperalgesia. Teste de formalinatelde retirada da cauda. Teste da placa
quente.



ABSTRACT

In innate or learned threatening situations, arsndibplay a set of defensive behaviors
specie-specific such as autonomic alterationshtfliight and antinociception. Exposure of
mice to open elevated plus-maze (0EPM: four opensgran aversive situation, elicits
antinociception of high magnitude. However, mecbhars involved in this kind of

antinociception are not clear yet. This study itigaded whether antinociception induced by
exposure to an oEPM shows cross-tolerance with mmoep(Exp. | and I1); is attenuated by
repetead exposure to the oEPM (Exp. Ill); is blackg systemic treatment with naltrexone
(Exp. IV); is prevented by adrenalectomy (Exp. W&rsists after animal removal from the
oEPM and if there are sex-related differences is thactor (Exp. VI); is mediated by CB1

cannabinoid receptor (Exp. VII). Rats were daigated with morphine (M, 5 mg/kg, i.p.) or
distilled water (DW) for 5 consecutive days (antimeptive tolerance assessed by the talil

flick test). Next day, rats received formalin 2.58fection (50uL) into the right hind paw
and, after first phase of formalin test, they waeated with M or DW. 25 minutes after
formalin injection into the paw, time spent lickinge injected paw was recorded for 10
minutes (Exp. 1). Similar procedure was followedha Experiment Il, except that time spent
licking the paw was recorded during exposure todB®M or enclosed EPM (eEPM: four
arms enclosed) in undrugged rats. In Experiment riiciception was evaluated in rats
submitted to 1, 2, 3, 4 or 6 exposures to eithd?MBr oEPM (formalin was injected only
during the last exposure). Experiment IV invesigathe effects of naltrexone (0 and 2.5
mg/kg; s.c.) on nociception during eEPM or oEPMasyye. Nociception was also assessed
during the eEPM or oEPM exposure in sham and abretomized rats (exp. V). In
experiment VI, rats were treated with vehicle (D®%0%) or AM251 (1 mg/kg, i.p., CB1
receptor antagonist). Fifteen minutes later, arsmmateived formalin injection into the paw
and, 25 minutes after, they were exposed to théve&PoEPM. In experiment VI, male and
female rats were exposed to eEPM or oEPM (with edaus stimulus during exposure) and
imediately after they were tested on the hot pla®t (52.4 °C). Results showed that
antinociception induced by oEPM does not displayss#tolerance to morphine; was not
altered for at least 6 exposures to the maze;dfailebe reversed by naltrexone; was not
prevented by adrenalectomy and was not blockedM2%4.. In addition, this antinociception

does not persist after animal removal of the afgpardy contrast, it occurs a hyperalgesia (as



assessed by hot plate test), a response that dodepend on sex-related differences. Results
suggest that antinociception induced by oEPM: is mediated by opioid system or CB1
cannabinoid receptors and it is not sensitive tti@msterone. Furthermore, animal removal of
aversive environment alters nociceptive responsen fantinociception to hyperalgesia, a

phenomenon that is independent of the gender.

Key-words: Fear-induced antinociception. Opioid. Cannabinokflevated plus maze.
Hyperalgesia. Formalin test. Tail flick test. Hédte test.
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1. INTRODUCAO

1.1Reac0es de Defesa

Os estudos de processos emocionais tais comodadsiee medo ganharam
maior atencao a partir dos trabalhos de CharlewiDgrublicados no livra'he Expression of
Emotions in Man and Animald872 (DARWIN, 1872apud ZANGROSSI JUNIOR;
GRAEFF, 2004) A partir desta abordagem, o homem, possuindoo®unimais como
ancestrais, compartilharia com estes suas emog@sesab. Desta forma, na mente humana
estaria embutida a heranca de seu passado pripgvaitindo que comparacdes entre o seu
comportamento e o de outros animais pudessemaizadas.

Conforme esta teoria, as raizes da ansiedadeneedo estdo nas reacdes de
defesa dos animais frente a estimulos que repeesguerigo ou ameaca a sobrevivéncia, ao
bem estar ou a integridade fisica das diferenigscess. Considerando-se as variagdes intra e
interespecificas, o perigo ou ameaca para os amipogiem ser representados por predadores
ou estimulos associados a estes, por estimuloseataisi (altura, espacos abertos e
iluminacdo), por alteragdes no ambiente natural dosnais (tempestades, incéndios,
exposicdo a lugares novos), por estimulos nocigeplichoques elétricos), ou pelo ataque ou
confronto com animais da mesma espécie. Dianteeslesstimulos, 0s animais procuram
responder com estratégias comportamentais basasdmo: fuga, imobilizacdo, ataque
defensivo e submissdo (ZANGROSSI JUNIOR; GRAEFFR)430 Nesse sentido quando
estimulos aversivos sdo associados a eventos dofyras animais respondem com
comportamentos defensivos e inibicdo de dor (BOLUESNSELOW, 1980).

A escolha de uma estratégia comportamental adaqeadsidera varios
fatores, como as caracteristicas do ambiente @fetfuga ou nao), distancia do estimulo
ameacador, experiéncia prévia com o estimulo ouiemtg e a posicdo do individuo na
hierarquia social de seu grupo. Desta forma, asstoanos de ansiedade reconhecidos na
clinica teriam etiologia em alteracbes nos sisteceasbrais que controlam essas reacdes de
defesa (ZANGROSSI JUNIOR; GRAEFF, 2004).

Neste sentido, Robert e Caroline Blanchard, ingastio as respostas

defensivas comportamentais de roedores (ratos eurmiimgos) em confronto com

! DARWIN, C. R. The expression of emotions in mad animals. London: John Murray, 1872.
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predadores (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD teal., 1997),
classificaram as estratégias comportamentais eshig acordo com o nivel de ameaca ao
qual os roedores sdo submetidos, se potencial @u(se real, distal ou proximal). No
primeiro nivel de ameaca (potencial), as estraségiais observadas foram comportamentos
exploratdrios cautelosos e hesitantes, utilizandstyras e movimentos do corpo que
possibilitam a aproximacdo e a investigacdo da ipelssameaca, denominados de
comportamentos de avaliacdo de risco. Estes coamperitos de avaliacdo de risco
geralmente sdo observados mediante estimulos igaasisociados a predadores, tais como
objetos impregnados com o odor do predador, ogtomiada da exploracdo de ambientes em
que a presenca do predador fora detectada em &ituatgerior. J& no segundo nivel de
defesa, foram observadas fuga ou imobilidade (estimistal). Em situacées onde ha uma
rota de fuga no ambiente de encontro com o predad@nimal tenta preferencialmente
escapar da situacao de perigo. Todavia, 0 anintakapta a tendéncia a se manter imovel,
em congelamento, em situacdes onde a fuga ndovél déou o predador mantenha certa
distancia. Em casos onde o predador estd muitarpodau em contato direto com o animal
0s comportamentos observados foram fuga ou luendefa.

Na tentativa de distingdo entre comportamentosci@iados a ansiedade e
medo, tem sido sugerido que quando o estimulo @itum¢do ameacadora € real, 0s
comportamentos desencadeados (fuga e luta) repmesem medo, enquanto 0s que
representam ansiedade (avaliacdo de risco) seeasndadeados por estimulos ou situacdes
apenas potencialmente ameacadoras (BLANCHARD ¢t18P3). Gray & McNaughton
(2000) adicionaram a essa analise etoexperimeotapanentes da teoria da aprendizagem,
incluindo estimulos condicionados que sinalizam igim ou perda de recompensa
(frustracéo) como eliciadores de ansiedade. Tamesitambém enfatizam a importancia da
existéncia de conflitos esquiva-aproximacdo e decéb da resposta para a distincdo entre
medo e ansiedade. Desta forma, quando a situagditgpaproximacao ao estimulo aversivo,
caracterizando um conflito entre aproximagédo eagéih, os comportamentos observados
(inibicdo comportamental e avaliacdo de risco)rigstarelacionados a ansiedade. Entretanto,
quando a situacao permite somente as estratég@defeka tais como esquiva ativa e fuga, os
comportamentos estariam relacionados com o medo.

Assim, é importante salientar que os mecanismasoh@logicos envolvidos
na modulacdo das respostas comportamentais deadgies os animais (principalmente
roedores) exibem frente a estimulos ameacadoresdaio a antinocicep¢ao induzida pelo

medo/ansiedade ainda ndo estdo completamente desiosn Para isso, S840 necessarios
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estudos envolvendo a inter-relagéo ansiedade/meadtinocicepgéao.

1.2 Dor

1.2.1 Conceito

Segundo a Associacao Internacional para o EstudimiddASP,International
Association for the Study of Pai2007), dor é “uma experiéncia sensorial e emadtion
desagradavel associada a dano tecidual ou potencialescrita em termos de tal dano”.
Ainda, a inabilidade para comunicac¢éo verbal natuéa possibilidade de que um individuo
esta experienciando dor e esta necessitando tnattame

Esta definicdo de dor evita relacionar dor ao adtimpois a inducdo de
atividade nos nociceptores e em vias nociceptivaum estimulo nocivo ndo se configura
necessariamente em dor, que é também um estaddopsio frequentemente associado a
uma causa fisica adjacente (IASP, 2007). Nestadserd dor possui dois componentes: o
componente perceptivo-discriminativo e 0 componeatersivo-cognitivo-motivacional
(também denominado reacional). O componente pévoegiscriminativo permite identificar
o estimulo como doloroso e localizar a regidao dp@@m que a lesdo ocorreu, enquanto o
componente reacional inclui grande variedade depooi@mentos, desde a simples retirada
reflexa do segmento lesado até complexas respasiasionais que, além de comportamento
inato de cada espécie, envolvem aprendizagem e n@emBntretanto, ha exemplos de dor
sem lesao aparente, como a dor lombar cronicax@emm@os de lesédo sem dor, como 0s casos
de analgesia congénita em que o individuo ndo sdate mesmo frente a estimulos
reconhecidamente lesivos. Estes sdo exemplos dartdmpia da dor para o alerta do
individuo a estimulos lesivos, pois o0s portadores ahalgesia congénita morrem
precocemente de doencas ou traumas em que a dmiriipal sintoma (BRANDAO, 2004;
PRADO, 2005).

Neste contexto, a dor provocada por estimulo lewoa funcdo de ativar os
circuitos neurais responsaveis pelos comportamelgagefesa dos organismos de maneira a
Ihes preservar a vida, evitando o contato com timels que lhes possam causar dano ou
injuria tissular (BRANDAO, 2004). Entretanto, engahs casos, a dor perdura por tempo
excessivamente longo e passa a desencadear safrindesnecessario, muitas vezes
prejudicial ao organismo. O primeiro caso corresigoa dor aguda, e o segundo, a dor

cronica. Neste caso a dor cronica indica doencafaimldgica) e ndo tem o carater protetor
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da dor aguda (dor fisiologica) (PRADO, 2005). Na dguda, ha etiologia e curso temporal
bem definidos, e a dor desaparece com a cura @inja para o diagndstico de dor cronica,
€ necessario que haja pelo menos seis meses drips#edo com a dor e a inexisténcia de
uma patologia organica responsavel pela dor nes$edp. A dor cronica pode ocorrer como
consequéncia de doencas estruturais ou funcioaaisaibria dos 6rgdos do corpo (embora as
doencas ndo existam mais) ou na auséncia de detetzaqualquer injuria neuronal
perceptivel (BRANDAO, 2004).

Ainda, no que diz respeito a diferencas entre aagmda e crénica, ambas
possuem 0s componentes fasico e tbnico. O compoiiésico é caracterizado pelo rapido
inicio da dor, ao passo que o componente tonicqpoeende a fase insidiosa, persistente. O
componente ténico tem a funcéo de propiciar o repocuidados e protecdo da area lesada a
fim de promover a cura. Todavia, em casos de donica, o componente tdnico pode

persistir mesmo apos ter ocorrido a cura da infiBRANDAO, 2004).

1.2.2 Neurofisiologia da Nocicepcéo

Uma das principais funcbes do sistema nervoso ieder informacdo ao
organismo sobre a ocorréncia ou ameaca de leddr@asFsensoriais especializadas sozinhas
ou em conjunto com outras fibras fornecem inforrnagé sistema nervoso central sobre o
ambiente e também sobre o estado do organisma por(MEYER et al., 2006). No caso de
informacfes nociceptivas, a informacdo é veiculadi@vés de um sistema sensorial
especifico. Para isso, ha receptores e vias a#sréelat dor especificos para todos os estimulos
capazes de ultrapassar os limites fisiolégicosogqmar lesdo do organismo (LENT, 2001).
Desta forma, a informacdo dolorosa € detectada neaeptores morfologicamente
diferenciados localizados nas terminacdes dassfibeavosas (nociceptores).

Os nociceptores estdo amplamente distribuidos et pucosas, visceras,
musculos, periosteo e articulagdes (PRADO, 2005 \ONO; GRILO, 2006). Dentre as
varias modalidades de receptores sensoriais, osepbares séo diferenciados devido ao fato
de que eles respondem a multiplas formas de enepnggaproduzem lesdo (tais como
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos) e fomenérmacao ao sistema nervoso central
considerando a localizacdo e intensidade do estimadivo (MEYER et al., 2006).

A lesdo ou irritacdo na pele ou em tecidos sulbeais como articulacdes e
musculos resulta na liberacdo de varias mediadprigsicos no ambiente tecidual tais como

bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, serntrhistamina, substancia P, tromboxanas,
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fator ativador de plaqueta, adenosina, trifosfa@denosina (ATP), prétons e radicais livres.
Citocinas, tais como interleucinas (ILs) e fator rkxrose tumoral (TNF), neurotrofinas,
especialmente o fator de crescimento neural (NG&pR também gerados durante a
inflamacédo. Algumas destas substancias medeiamcditefm o processo inflamatorio através
da ativacdo direta de nociceptores, enquanto ouaigem indiretamente via células
inflamatérias que liberam agentes algogénicos. d3utmediadores levam a uma
sensibilizacdo da resposta do nociceptor a estdmaturais e, assim, exercem um papel na
hiperalgesia priméaria (MEYER et al., 2006).

Os nociceptores sao porcdes terminais dos ax@weoseurbnios sensoriais
cujos corpos celulares estdo localizados nos g@nglensitivos espinhais ou do nervo
trigémio (BRANDAO, 2004). A estimulacéo periféride natureza e intensidade suficiente
ativa os nociceptores e, entdo, sdo gerados pateni@ acao que percorrem toda extensao do
neurdnio aferente primério. Esses neurénios, dememios neurbnios aferentes primarios ou
neurénios de primeira ordem, além do ramo perépossuem um ramo central, que adentra
o corno dorsal da medula espinal (pela raiz domab) tronco encefalico (PRADO, 2005).

As fibras do neurbnio de primeira ordem variam Mjoaao grau de
mielinizacdo e a velocidade de conducéo de estdn@éo reconhecidas as fibras A-delta
(Ad) mielinizadas, de maior calibre (2u® de diametro), responsaveis pela conducéo rapida
de sinais nociceptivos (12-30m/s) e as fibras C gfiee amielinicas, de menor calibre (0,4-
1,2um de diametro) e responsaveis pela conducéo lentod (0,5-2m/s) (PRADO, 2005;
MILLAN, 1999). Cerca de 60 a 70 % das fibras afeze sensoriais sao do tipo C. A ativacéo
da fibra A provoca uma sensacéo de dor cortante e bem ladalienquanto a ativacédo de
fibras C promove uma sensacdo de dor em queimagis,intensa e sem localizagéo precisa
(LE BARS et al, 2001).

No corno dorsal da medula espinhal, os neurbniespdmeira ordem
estabelecem sinapses com neurdnios de segunda.dedéané o local da primeira sinapse
para as vias ascendentes que transmitem a infoonsaggorial nociva ao cérebro que, por
sua vez, processa a percepcao consciente de d@D(TROERBER, 2006). Rexed (1952)
dividiu a matéria cinzenta da medula espinhal do gan dez laminas paralelas (REXED,
1952apud MILLAN, 1999)?, tal divisdo foi definida de acordo com diferengastamanho e
densidade de vesiculas de neurdnios. O uso degterea tem sido extensivo a organiza¢ao

2 REXED, B. The cytoarchitectonic organization of #pénal cord in the rafl. Comp. Neurol, v. 96, 415-466,
1952.
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anatdbmica da medula espinhal em vérias outras iesp@és como humanos, macacos e ratos
(TODD; KOERBER, 2006). O corno dorsal da medulairdsgd compreende as laminas |
(lamina marginal) e Il (substancia gelatinosa),dIlV (nucleo proprio), V e VI (laminas
profundas). A lamina VII corresponde a matéria eiria intermediaria, as laminas VIl e IX
compreendem o corno ventral medial e lateral, @s@mente, enquanto a lamina X é a
regido que circunda o canal central da medula kapiks duas laminas superficiais | e Il
juntamente com as laminas profundas, V e VI, erana X constituem as regifes implicadas
na recepgao, processamento e transmissado da ig@onmociceptiva (MILLAN, 1999). As
fiboras C ndo mielinizadas e algumas fibrad wielinizadas terminam nas camadas mais
superficiais do corno dorsal (I e Il) enquanto asitfibras A projetam para a lamina V
(RANG, 2007). Os neurdnios situados nas laminaslll spondem principalmente aos
estimulos nocivos, ao passo que os neurdnios dadavh (mais profundos) respondem a
estimulos nocivos e varias outras formas de estBnoBo nocivos, sendo chamados de
neurénios polimodais. Pelo fato destas célulasasaisy receberem grande influxo sensorial,
s&o também chamadas de neurdnios convergentes ample faixa espectral (BRANDAO,
2004).

No corno dorsal da medula espinhal, a passagemmésos nociceptivos do
aferente primario para o neurbnio de segunda ordemnre atraves da liberacdo local de
diversas substancias envolvidas na transmissdorateat modulacdo da informacgao
nociceptiva. Entre estas, estdo o glutamato e ®amunoacidos excitatorios; neuropeptideos,
tais como a substancia P (SP) e o peptideo reldioao gene de calcitonina (CGRP); a
fonte de energia celular universal, o ATP; o gdasdiel, 6xido nitrico; os metabdlitos de
fosfolipedes, prostaglandinas e neurotrofinas (PRAZDO5; MILLAN, 1999).

Apos sinapse no corno dorsal da medula espinBagxénios das células de
segunda ordem transpdem a linha média para chegdasaiculo espinhal ventrolateral
(anterolateral no humano) contralateral. Todavigures axénios passam pelo fasciculo
ventrolateral ipsilateral (PRADO, 2005). De um fmode vista neuroanatdomico, dois tipos de
vias ascendentes podem ser reconhecidas: vias maptisas e polissnapticas. As vias
monossinapticas projetam diretamente para esteutmeefalicas superiores e compreendem
os tratos espinotalamico, espinomesencefaliconepprabraquial, espino-hipotalamico e o
espinorreticular. Uma parte do trato espinorresicprojeta para a formacao reticular lateral,
um nacleo pré-cerebelar envolvido no controle makooutra porcédo desse trato projeta para
a formacao reticular pontinobulbar medial e de & apcircuitos talamo-corticais. A via

espinomesencefalica possui um trato espino-anwlarsg projeta para a matéria cinzenta
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periaquedutal (MCP) e o trato espino-tectal queligge principalmente para as camadas
profundas do coliculo superior. O principal alvo tato espinomesecenfalico € o nucleo
parabraquial da ponte, uma regido importante regiatdo das respostas cardiovasculares,
autonémicas e motivacionais a dor. Outras duas es@ecificas que se projetam para o
ndacleo parabraquial sdo as vias espinoparabraguitaiémica e espinoparabraquio-
amidaldide, respectivamente, conforme as projegsfbsequentes das duas subpopulacdes de
neurénios do nucleo parabraquial. O nucleo paraimbpgode, desta forma, ser acessado por
varias vias ascendentes. Além disso, neurdniovith@iis no nucleo parabraquial podem
prover axdnios a ambos os locais tAlamo e medpialed destacando seu papel integrativo
na transmissao sensorial. A amidala, globo palpldAmen (estriado nos ratos e nucleo
lenticular no homem), ndcleo acumbens e septomassimo o0s cortices frontal, orbital
(cingulado) e cortex infralimbico também podem dieetamente acessados por neurbnios
nociceptivos espinhais. Certas alvos limbicos derimacdo nociceptiva ascendente estdo
interigados com o hipotalamo e tém sido denomisadcomo uma projecao
espinotelencefalica: esta parece representar uteasgo rostral e bilateral do trato espino-
hipotalamico. Além disso, outros colaterais dootraspino-hipotalamico projetam para o
talamo e também inervam o bulbo e a ponte situadosonco encefalico, locais onde se
originam vias modulatérias descendentes da dor NN, 1999).

As vias polissinapticas possuem uma estacao eelgedrénios de segunda
ordem no trajeto para os centros superiores. As duas polissinapticas mais importantes
sao o trato espinocervical, que projeta para ceoictrvical lateral no nivel C1-C3, e a via da
coluna dorsal pds-sinaptica (ou sistema lemniscalg, projeta para os nucleos cuneiforme
(dos segmentos toracico e cervical) e gracil (égsnentos lombo-sacrais), nucleos da coluna
dorsal do bulbo caudal. Os ndcleos da coluna ddsdlulbo caudal também recebem uma
projecdo ascendente direta de fibras aferentes apasn conduzindo informacéo
proprioceptiva e geralmente in6cua. Do nucleo caiviateral, a informagéo nociceptiva é
carreada através do trato cervicotalamico paraowaniicleos talamicos (abrangendo os
grupos de nucleos ventroposterior e posterior) mbén é carreada pelo trato
cervicomesencefalico até o mesencéfalo (incluiniC# e o coliculo superior). Quanto aos
ndcleos da coluna dorsal do bulbo caudal, neur@farentes projetam via o lemnisco medial
para os grupos de ndcleos ventroposterior e posteoi talamo e para o coliculos superior,
enquanto poucas fibras descendem para a medulahakpDo talamo a informacéo
nociceptiva € carreada para a area somatosengaonaria (Sl) do giro pos-central, area

somatossensorial secundaria (Sll), regides doxcpagetal inferior e anterior, cortex insular,
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cortex cingulado anterior e cortex pré-frontal nakdiDesta forma, existe um padrao

complexo e interativo de inervagdo multipla diretsdireta do talamo, mesencéfalo, sistema
limbico, cértex, formacao reticular e varias ouaruturas encefalicas através de mdltiplas
vias ascendentes. Estas regides supraespinhaisitefiggadas e também interagem com

mecanismos de modulacdo descendente carreada paran® dorsal da medula espinhal

(MILLAN, 1999).

1.2.3 Modulagédo descendente

A existéncia de um sistema modulatério de dor dfpecsomente foi
articulado em 1965 por Melzack e Wall na teoria dmtrole da comporta de dor
(MELZACK; WALL, 1965). Influéncias supra-espinhasbre a comporta foram sugeridas,
mas, no inicio dos anos 60, havia poucas evidénu#a o controle descendente de
nocicepc&o. Logo depois, Wall (196pud FIELDS et al., 2008)mostrou que estruturas no
tronco encefalico tonicamente inibem neurdnios ceptivos na medula espinhal.

A matéria cinzenta periaquedutal (MCP) foi a pinameestrutura a ser
relacionada & modulacdo da dor (REYNOLDS, 1969; MRYet al. 1971). Durante
estimulacdo desta estrutura, os animais permanalsgta e ativos, entretanto, as respostas a
estimulos nocivos, incluindo orientagcdo, vocalizagduga, ndo estdo presentes. Desta forma,
tal analgesia é altamente seletiva e robusta (FEetal., 2006).

Pesquisas subsequentes demonstraram que a M@Rrfazle um circuito do
sistema nervoso central que modula transmissédeetpoia em nivel medular. Em animais,
estimulacdo da MCP inibe reflexos provocados ptmedo nocivo, tais como retirada da
cauda ou retirada da pata. Além disso, neurdniasceativos na medula espinhal séo
seletivamente inibidos por estimulacdo da MCP séds do funiculo dorsolateral da medula
espinhal revertem a inibigcdo causada por estimaldeéta estrutura sobre neurénios do corno
dorsal nociceptivos e respostas reflexas a esttmdoiceptivos.

A MCP integra aferéncias do prosencéfalo limbiclheacéfalo com aferéncias
nociceptivas ascendentes do corno dorsal (BANDLERAY, 1996). Ha projecdes diretas
para a MCP de varias areas prefrontais mediaidredetas estd o cingulado anterior e o

cortex insular.

® WALL, P.D. The laminar organization of dorsal hoamd effects of descending impulségurnal of
Physiology, v. 188, 403-423, 1967.



Introdugdo 23

A amidala, que recebe entrada massiva de ambgmcampo e neocortex, é
outra grande fonte de aferentes para a MCP. A@itiepcao resultante da microinjecéo de
agonistas opioides na amidala é blogqueada porvagdid com lidocaina, ou injecdo de
antagonista opioide na MCP (HELMSTETTER et al., 89BAVLOVIC et al., 1996). O
nucleo basolateral da amidala recebe considerdeeénaia cortical. Este nucleo envia
projecdes para o nucleo central da amidala quesysovez, envia um nimero consideravel de
projecbes para a MCP (RIZVI et al., 1991). O nuadateotral da amidala também recebe
entrada nociceptiva diretamente da medula espahairetamente via uma extensa projecao
da lamina | do corno dorsal para o nucleo paralebh(@AURIAU E BERNARD, 2002).

Outra estrutura relacionada a modulacdo da dari&Eleo accumbens, que esta
localizado no estriado ventromedial (GEAR et a@99). Este nucleo recebe uma projecéo
maior da amigdala basolateral e ndo tem projecétadpara a MCP, ele projeta para o
hipotalamo lateral e para a amidala, que por smaere/ia projecdes para a MCP (ZAHM et
al., 1999).

Outra grande fonte diencefalica de aferentes paMCP € o hipotalamo
(BANDLER; KEAY, 1996). Tem sido demonstrado que atireulacdo elétrica ou
microinjecao opidide em algumas regides do hipotalaroduz antinocicep¢do (HOLDEN et
al., 2002; MANNING et al., 1994; RHODES; LIEBESKINMD978).

As maiores entradas do tronco cerebral para a N@Rém do ndcleo
cuneiforme, a formacdo reticular pontobulbar, ou$ccoeruleus e outros nucleos
catecolaminérgicos do tronco encefalico (BEITZ, ZA8ERBERT; SAPER, 1992). A MCP
também é reciprocamente conectada com o bulbooreattial rostral (BVR).

O BVR compreende o nucleo magno da rafe na linBdiane a formacédo
reticular adjacente que se situa ventralmente ateaueticular gigantocelular. Estimulacéo
elétrica ou microinjecdo de aminoacidos excitagbnm BVR produz analgesia e inibe
respostas neuronais do corno dorsal ao estimulea@IELDS et al., 1991). A MCP e o
nacleo cuneiforme adjacente sdo as maiores fomtentladas para o BVR. O BVR também
recebe consideravel projecéo direta da regido pti€adomedial (RIZVI et al., 1996) aferéncia
cortical proveniente dos cortices limbico e prébiico, incluindo a insula anterior
(HERMANN et al., 1997). Projecbes espinhais dirgasa 0 BVR sdo esparsas, mas o BVR
recebe informacdo espinhal provavelmente via MCRu@eo cuneiforme ou através do
nacleo bulbar adjacente, o nucleo reticular gigeltdar, que recebe projecédo direta dos

neurdnios espino-reticulares nociceptivos e enmanumero de projecdes consideraveis para
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o BVR. O BVR também recebe entrada noradrenérgisagiupos celulares A5 e A7 da
ponte dorsolateral (SAGEN; PROUDFIT, 1981).

O circuito MCP-BRV ¢é critico para a modulacdo dzicepcdo. A acao
modulatéria da dor pela MCP sobre a medula espighahviada quase exclusivamente
através do BVR (FIELDS et al., 2006).

Todavia as vias descendentes de modulacdo déadaxercem somente acéo
inbitoria sobre o corno dorsal (MILLAN, 1999). Edas funcionais mostram nitidamente que
o sistema modulatério do tronco encefalico exer@role bidirecional e que facilitacdo da
dor é parte consideravel de sua funcdo (HEINRICKERI., 2003; PORRECA et al., 2002;
REN; DUBNER, 2002). O BVR é relacionado a hiperslgassociada com a retirada opioide
precipitada por naltrexona ou administracdo opigdalongada, ou durante aguecimento
prolongado da cauda ou em doenca induzida por #straigBo de endotoxina (KAPLAN;
FIELDS, 1991; MORGAN; FIELDS, 1994; VANDERAH et aR001; WIERTELAK et al.,
1997). O sistema MCP-BVR também contribui par@paralgesia e alodinia em modelos de
inflamacédo e neuropatia, incluindo o teste de feimaahiperalgesia secundaria por 6leo de
mostarda e ligadura do nervo espinhal (HEINRICHERI., 2003; PORRECA et al., 2002).
Vale salientar que este aumento de transmissaceamiizia € seletivo para certos tipos de
entrada. Por exemplo, o BVR n&o é recrutado nardlgesia primaria ou secundaria
circundando um local de incisdo cirdrgica (POGAT&KRI., 2002) ou apoés inflamacao local
de longa duracdo produzida por adjuvante de Freantpleto. Em vez de hiperalgesia, em
animais tratados com adjuvante de Freund compet®8VR € recrutado para inibicdo
descendente (REN; DUBNER, 2002). De acordo conmsemtbados, o sistema MCP-BVR
pode facilitar nocicepcdo em alguns modelos animaifocicep¢cdo, porém ndo em todos.
Portanto, descobrir como este sistema € recrutada ipibir ou facilitar nocicepcdo em
diferentes condicbes ambientais é um desafio paraentendimento completo do

funcionamento do sistema de modulacdo descendd&EeS et al., 2006).

1.3 Opidides

O termo opidide é utilizado para se referir demfarampla a todos os
compostos relacionados com o 6pio. O termo opiyrogeniente da palavra opos, palavra
grega que significa suco, pois o farmaco é retirddosuco da papoula, ou Papaver
somniferum. Opiaceos sdo farmacos derivados do éptompreendem produtos naturais

como morfina, codeina, tebaina e alguns semigsinttilas ultimas. O termo endorfina é
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utilizado para designar peptideos opidides endd&emas também se refere a um opidide
enddgeno especifico conhecido cprandorfina (GOODMAN; GILMAN, 2005).

O O6pio tem sido ha muito tempo associado a hetdid humanidade.
Ideogramas sumérios de 4000 a.C. referem-se a lpapomo a “planta da alegria” e os
papiros médicos egpicios utilizaram 6pio em muiasuas formulas médicas. Ele é citado na
lliada de Homero, Odisséia e na Eneida de Virgllomédico persa Avicenna prescreveu
Opio para tosse, anemia e diarréia (STEFANO e2@Q0).

O Opio € composto por mais de 20 alcalbides ditesee Em 1806, foi descrito
o isolamento de uma substancia pura do 6pio, aimagtermo derivado de Morfeu, ou Deus
grego dos sonhos. Logo depois, foram descobertivesoalcaléides do 6pio — codeina em
1832 e papaverina em 1848. Em meados do séculooXisp dos alcaldides puros no lugar
das preparacdes naturais comecou a se difundiogara comunidade médica (GOODMAN;
GILMAN, 2005).

Além das acbes benéficas dos opidides, os efeiteterais toxicos e o
potencial de gerar dependéncia também eram comsedd séculos (GOODMAN;
GILMAN, 2005). Todos os efeitos dos opidides, isthe os adversos, ocorrem devido a
complexas interacdes entre esses farmacos e rezepipecificos (DUARTE, 2005).

Os receptores opidides fazem parte da familia ebeptores acoplados a
proteina G com sete dominios transmembrana. Eteats@dos tanto por peptideos opidides
endogenos quanto por farmacos opidides exdgensgdmo morfina, que ndo apenas estao
entre os analgésicos mais efetivos mas também rs§asdde abuso com alto potencial de
dependéncia (WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004)xi&tem trés tipos classicos
de receptores opibdides - @, e x. Um quarto receptor N O/FQ foi descoberto mais
recentemente, sendo conhecido inicialmente comeptec 1 semelhante aos receptores
opidides (ORL-1) ou receptor opidide orfao (GOODMAGILMAN, 2005). Este ultimo
apresenta um alto grau de homologia estrutural a®meceptores opidides classicos, mas o
ligante enddgeno, orfanina F/Q nao interage diretdaencom o0s receptores opidides classicos
(MOGIL; PASTERNAK, 2001).

Existem trés grupos de ligantes de peptideos dgsdiendogenos: as
encefalinas (derivadas da pro-encefalina), as filvas A e B e a neoendorfina (derivadas de
pro-dinorfina), e ag-endorfinas (derivadas da pro-opiomelanocortinaMQ precursora da
proteina comum tanto parapaendorfina quanto para o hormdnio adrenocoticot@pmmo
estresse (ACTH)). As encefalinas tém alta afinidpde receptores opioides e [, as

dinorfinas preferencialmente se ligam a recepteresiquanto g-endorfina tem afinidade
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preferencial por receptores ude(LORD et al., 1977; COLASANTI et al., 2010). Owtro
peptideos endbgenos, as endomorfinas, que na@uohedus precursores ja citados, tém alta e

seletiva afinidade pelos receptores p, e estadolizadas em sua maioria na periferia

(ZADINA et al., 1997).

Cada tipo de receptor opidide apresenta distdauignatdbmica especial no

encéfalo, na medula espinhal e nos tecidos peoeri(MANSOUR et al.,

1988;

GOODMAN; GILMAN, 2005, COLASANTI et al., 2010). Aabela 1 mostra os tipos de
receptores envolvidos na mediacdo de varios ef@méides (GOODMAN; GILMAN,

2005).

Tabela 1: Classificacdo dos subtipos de receptores opi@dems acdes em modelos animais

Subtipo do Agoes dos:
Receptor Agonistas Antagonistas

Analgesia

Supra-espinhal M, K, o Analgésica Nenhum efeito

Espinhal M, K, d Analgésica Nenhum efeito
Funcéao respiratoria u Depresséo Nenhum efeito
Trato gastrointestinal U, K Reducéo do transito Nenhum efeito
Psicotomimese K Aumento Nenhum efeito
Alimentacao T Aumento Reducéo
Sedacao U, x Aumento Nenhum efeito
Diurese K Aumento
Regulag&o hormonal

Prolactina K Aumento da secre¢cdo Reducéo da secrecao

Horménio do crescimento U,k e/oud Aumento da secrecdo Reducao da secrec¢do
Liberagc&o de neurotransmissores

Acetilcolina H Inibigéo Nenhum efeito

Dopamina u, d Inibicdo Nenhum efeito

Adaptada de Goodman and Gilman (2005).

Os efeitos centrais de opidides sobre a transmidadnformacao nociceptiva

por acdes no corno dorsal da medula espinhal, oncdr encefalico e outros locais

supraespinhais tém sido demonstrados ha algum t€8fAWYNOK, 2003). Através de

estudos de imunohistoquimica tem sido demonstrageesenca de receptores p no bulbo
olfatério, cértex encefalico, nucleo do leito dé&riasterminal, hipocampo, habénula, amidala,
talamo, hipotalamo, eminéncia mediana, substanegan area tegmental ventral, nucleo
oculomotor, nucleos da rafe, MCP, locus ceruleasnécéo reticular do nucleo trigeminal,
area postrema, nucleos cerebelares profundos,ulmlioferior, nucleo gigantocelular
adjacente do BVR e na medula espinhal (BRODNAR,72004 os receptored estao
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presentes no neocortex, giro denteado, nucleo amsnlraudado e putdmen, quadrantes
ventral e ventrolateral da MCP, formacao reticdiamponte, nicleo reticular gigantocelular e
corno dorsal da medula espinhal. Baixa ou modetadaidade deste subtipo de receptor &
encontrada na amidala, hipocampo, globo pélido f= mmediana KASCKOW,;
GERACIOTI, 2002; GOODMAN; GILMAN, 2005; BRODNAR, 2007). No que diz
respeito aos receptorestais receptores estédo localizados no tdlamo med@P, formacao
reticular da ponte, tronco encefalico, BVR, rafedraea, nucleo reticular gigantocelular
adjacente, corno dorsal da medula espinhal (GOODM&GN.MAN, 2005; BRODNAR,
2007). O RNAm de cada um dos trés receptores @s{jd,d e x ) também esta presente nos
ganglios das raizes dorsais, entretanto, cadatoecegta situado em um tipo diferente de
célula aferente primaria. O RNAmM do receptor omojd esta presente nas células com
diametros médio e grande dos ganglios da raiz darddaNAmM do receptob é encontrado
nas células com didametro grande e o RNAmM do receptidide k ocorre nas células com
didmetros pequeno e médio (MANSOUR et al., 1995060IAN; GILMAN, 2005). A
presenca do quarto receptor opidide N/OFQ temrsildbada em estruturas tais como a MCP,
a rafe mediana, BVR e no corno dorsal superfiG@QDMAN; GILMAN, 2005).

Além dos efeitos centrais de opidides na transioissla informacao
nociceptiva também tem sido demonstrado que re@ptopidides estdo presentes em
terminais periféricos de fibras sensoriais cutaneéainizadas finas e ndo mielinizadas
(COGGESHALL et al., 1997; SAWYNOK, 2003). Os ganglidas raizes dorsais possuem
RNAmM para os receptores opidides (SAWYNOK, 2003)gaando sintetizados, estes
receptores sao transportados centralmente (COGGESHACARLTON, 1997) ou
perifericamente (STEIN et al., 1990; HASSAN et &B93). Acdes opiodides periféricas ndo
sdo notaveis em tecidos intactos mas aparecemaprenie apos a inducdo de inflamacéo
(SAWYNOK, 2003). Apesar do aumento na expressaedeptores opidides e no transporte
para terminais nervosos periféricos, resultantesiiamacdo (HASSAN et al., 1993), este
processo leva dias e a expresao inicial de analgpescede estas mudancas (minutos a horas).
O efeito inicial é devido a reacéao inflamatériabaareira perineural queormalmente limita o
acesso de drogas ao nervo (ANTONIJEVIC et al., 198Ssim, seguindo tal reacdo, os
opibdides tém acesso ao terminal nervoso e aos togesp que estdo presentes
(COGGESHALL et al., 1997). Os agonistas de receppidide L SG0 0S mais potentes em
induzir analgesia periférica, com 0s agonistas emeptoresd e k sendo menos ativos.
Entretanto, os efeitos podem influenciados pelaireag do estimulo nocivo e o tipo de
inflamacéo (por exemplo, diferengcas ocorrem se wdaio agudo como injecao intraplantar
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de prostaglandinasE€ usado ou se um modelo crénico como o adjuvanteaeund é usado).
Os receptores opidides estao situados em varios digtintos abrangendo nervos sensoriais,
neurbnios simpaticos pos-ganglionares e célulamné@suA antinocicepcdo por agonistas
opidides U,6 e x na inflamac&o ocorre devido a acbes em nervosaissantes que em
neurbnios simpaticdlSAWYNOK, 2003).

1.4 Canabindides

A planta Cannabis tem sido cultivada ha séculoa paroducdo de canhamo e
por suas possiveis propriedades medicinais e psiasdGOODMAN; GILMAN, 2005). No
que diz respeito as propriedades medicinais, cabtadides foram usados para o tratamento
de dor durante séculos. Estas substancias fordizaddés como anestésicos cirdrgicos na
China, para tratar dor de parto em Israel, comoamalgésico na Asia, (durante a idade
média) e para varias doencas dolorosas no ocidkmtnte os anos de 1800. Por razdes
politicas e farmacolégicas (exemplo, a instabilelatbs extratos de Cannabis, absorcao
imprevisivel e insolubilidade em agua), o uso dosabindides como agentes terapéuticos foi
interrompido em 1930 (WALKER; STRANGMAN; HUANG, 2@}

A fumaca da queima da Cannabis possui varios cstopoquimicos,
incluindo-se 61 canabindides diferentes. Um deteg)-9-tetraidrocanabinol A-9-THC),
produz a maior parte dos efeitos farmacoldgicosaataristicos da maconha inalada
(GOODMAN; GILMAN, 2005). Varios endocanabinoidesmtaém tém sido isolados
incluindo anandamida, 2-araquidonoilglicerol (2-A&jirodamina (o0 éster de acido
araquidénico e etanolamina) e o 2-araquidonoéglicdter (DE FONSECA et al., 2004;
HOHMANN; SUPLITA, 2006). Todos esses endocanabiesitém sido identificados no
encéfalo, plasma e tecidos periféricos. Tanto adarainda quanto outros endocanabinoides
sao rapidamente inativados por uma associacao dmeranismo de transportador e pela
enzima hidrolase de acido graxo amido (FAAH, GIURFR et al.,, 2001). Tanto os
canabinoides exdgenos quanto os endocanabindigeseex seu efeitos através da acdo em
receptores canabindides (WALKER; STRANGMAN; HUANZ)O1; IVERSEN, 2003; DE
FONSECA et al., 2004).

Dois tipos de receptores canabindides tém sidotifddos - CB e CB; -
ambos pertencem a familia de receptores acoplagadeina G (DE FONSECA et al., 2004;
HOHMANN; SUPLITA, 2006). O receptor GBesta presente principalmente no sistema
nervoso central, no sistema reprodutor (testicuidbobpco. No encéfalo, os receptores; CB
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estdo distribuidos por terminacbes nervosas (exéoceGcao pré-sinaptica inibitéria da
liberacdo de neurotransmissores). Alta densidaderedeptores canabindides {Bsta
presente no hipocampo, nos ganglios basais e rebaler — areas predominantemente
relacionadas com memoria e coordenacdo motora.aBadexnsidade de receptores GB
econtrada nos centros cardiorespiratérios do tremoefalico. Receptores ¢Bambém sao
encontrados em alta densidade em muitas areasoreldas a dor, tais como a MCP e o
BVR. Eles também estdo concentrados nas camadedisigis do corno dorsal da medula
espinhal e no ganglio da raiz dorsal de onde &estsansportados a ambos terminais
periféricos e centrais de fibras aferentes primaiWALKER; STRANGMAN; HUANG,
2001).

Tem sido relatado que o receptor canabindide €3 ausente nos tecidos
neurais e esta situado em tecidos imunes tais dmygo, tonsilas, mondcitos, células B e
células T (WALKER; STRANGMAN; HUANG, 2001; IVERSEN,003; DE FONSECA et
al., 2004). Entretanto, evidéncias da presenca deséptor no sistema nervoso também tém
sido relatadas (PAZOS et al., 2005). Por exempém Sickle et al. (2005) tém demonstrado a
expressdo de RNA mensageiro e a localizacdo daipeoto receptor canabindide OB
tronco encefélico. Evidéncias da possivel presdegaceptores GEm neurbnios sensoriais
primarios também tém sido demonstradas por Solall é€2003). Nesse sentido, Yamamoto
et al. (2008) tém mostrado que a administracdatedal de JW133, um agonista seletivo de
receptor canabindide GBreverteu a alodinia induzida por ligagdo mecapaaial de nervo
ciatico em camundongos. Juntos, esses achadosdomniadicios da possivel presenca de

receptores CBnas células nervosas.

1.5Antinocicepcao induzida por erstimulos ambientais \ersivos

A exposicdo de animais a situacdes ameacadoragjatigeza inata ou
aprendida, resulta em um repertério de comportamsedefensivos espécie-especificos,
alteracbes autondmicas e inibicdo da dor, send® @sgunto de reacdes de alta relevancia
para a sobrevivéncia de uma espécie (DEAKIN; GRAHPRBL).

Bolles e Fanselow (1980) argumentaram que comperttoe defensivos e
respostas nociceptivas sdo atividades incompativgia vez que os cuidados dispensados a
recuperacao da injuria sofrida prejudicariam a ie#il de respostas defensivas apropriadas.
Com efeito, uma série de estudos tem demonstradm gistema antinociceptivo pode ser

ativado por uma variedade de estimulos nociceptesxdernos ou ambientais, exercendo
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importante funcdo no controle de comportamentosrd@fos e afetivos (FANSELOW, 1991,
FARDIN et al, 1984; TERMAN et al, 1984; WATKINS al, 1982). Por exemplo, ratos
expostos a presenca de um gato exibem resposte@oéptiva detectada pelos testes de
retirada da cauda (FANSELOW, 1991) e formalina (LER; FANSELOW, 1985). Esta
antinocicepcédo é revertida pelo tratamento préwvim oaltrexona (LESTER; FANSELOW,
1985; FANSELOW, 1991).

O envolvimento de mecanismos opidides também telm demonstrado na
antinocicepcdo induzida por conflito social. Acheddemonstram que camundongos
derrotados exibem antinocicepgcédo que mostra talerdmuzada com morfina (MICZEK et
al., 1982) e também é bloqueada pelo antagonistaceé@tor opidide, naloxona (MICZEK et
al., 1982; RODGERS; HENDRIE, 1983). Entretantonénacicep¢do ndo opidide também
tem sido demonstrada em camundongos derrotados @REBBS; RANDALL, 1986;
RODGERS; SHEPERD, 1989; RODGERS et al., 1990; CANDEDSOUZA et al., 1997),
dependendo se o0 animal intruso é exposto a umssstsocial leve (ndo opidide) ou a um
estresse social prolongado (opidide) (RODGERS; RAND 1988). Ha evidéncias de que
mecanismos envolvidos na antinocicepcdo nao opidmldeste de derrota social sejam
mediados por receptores benzodiazepinicos (RODGERBDALL, 1987) e receptores
serotoninérgicos, tais como, receptores 5HT1A (RERS; SHEPERD, 1989; CANTO-DE-
SOUZA et al., 1997) e 5HT3 (RODGERS et al., 199&&-RIED ET AL., 1990).

Dentre as formas de antinocicepcdo induzida ppimelos ambientais, a
eliciada por estimulos desencadeadores de respdstamedo tem sido uma das mais
estudadas, tendo sido desenvolvidos varios testa®m sse propoésito (BOLLES;
FANSELOW, 1980; KELLY, 1986). A procura por modelasimais que permitam avaliar a
influéncia do medo sobre a nocicep¢éo resultoumprego do teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) (LEE; RODGERS, 1990, 1991; TAUKULISOGGIN, 1990, RODGERS et
al, 1992; NUNES-DE-SOUZA et al, 2000). O LCE (PELMMD 1985) ou labirinto em X
elevado (HANDLEY; MITHANI, 1984) foi inicialmente alidado em ratos, e
subsequentemente em camundongos (LISTER, 1987; IHHEE et al., 1986). O teste é
baseado na aversado natural de roedores a espagtssabtem sido amplamente usado para
estudar ansiedade e sua modulacéo pelo tratamemalimgas. Os niveis de ansiedade séo
avaliados pela esquiva aos bracos abertos (% dadaeste % de tempo nos bragos abertos),
enquanto a atividade geral € avaliada pela fregé@iéabsoluta de entradas nos bracos
fechados (CRUZ et al, 1994; RODGERS; COLE, 1994).
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Evidéncias de que os bracos abertos do labiriato & principal fonte de
aversdao podem ser encontradas em estudos antecomesratos e camundongos. Neste
sentido, tem sido demonstrado que o confinamentorago aberto do LCE provoca reacdes
defensivas caracterizadas por congelamento e idatdd, aumento nos niveis de
corticosterona plasmatica, defecacdo (PELLOW etl8B5) e antinocicepcdo (NUNES-DE-
SOUZA et al., 2000), quando comparado ao confinameos bracos fechados, sugerindo ser
a exposicao ao primeiro mais estressante.

Com relacéo a inibicdo da resposta nociceptiva,d_Bodgers (1990) foram os
primeiros a demonstrar que a exposicdo ao LCE teesrh antinocicepcdo, conforme
avaliado pela elevacao da laténcia de retiradaaddectail flick tes). Esse tipo de analgesia
parece ser mediado por mecanismos ndo opidides, venaque ndo € bloqueado por
naltrexona e ndo apresenta tolerancia cruzada amnfiman (LEE e RODGERS, 1990). Porém,
pode ser bloqueada pelo pré-tratamento com amsislitcom agdo em receptores
benzodiazepinicos (RODGERS et al., 1992) e 5-HTIEE(e RODGERS, 1991).

A interacdo entre respostas de medo/ansiedadalgeara tem sido estudada
em nosso laboratorio e os resultados demonstramérias de mediacdo central de
antinocicepcédo, obtidas através de microinjecoga-amidala de midazolam (NUNES-DE-
SOUZA et al.,, 2000). Este agonista pleno de receptdenzodiazepinicos atenuou a
ansiedade no teste do LCE e blogqueou completanaerggposta antinociceptiva em animais
confinados no braco aberto do aparelho. Neste mestuolo, Nunes-de-Souza et al (2000)
demonstraram ainda que a antinocicepcao induzitta qmafinamento no braco aberto do
LCE é insensivel ao tratamento sistémico com naax&mbora os bracos abertos do LCE
sejam a principal fonte de ameaca eliciadora deaoitepcédo, o emprego do confinamento
em cada compartimento do aparelho dificulta a agab da relacdo entre ansiedade e
antinocicepcado. Vale lembrar que o confinamentom& wsituacdo inescapavel, pois néo
permite ao animal fugir do ambiente aversivo (braterto, BA) e, desta forma, pode
desencadear a ativacdo de mecanismos de defesentite daqueles envolvidos na
exploracéo total do LCE.

Neste sentido, Mendes-Gomes & Nunes-de-Souza (280binvestigado se a
oportunidade para evitar ou fugir dos bracos abeate@rsivos altera de maneira diferente a
magnitude da resposta antinociceptiva durante &@gms0 LCE. Estes autores mostraram
gue camundongos expostos ao labirinto em cruz étet@do aberto (LCEa, quatro bracos
abertos), uma variacédo do LCE, gastam menos teamplodndo a pata injetada com formalina

em comparacao aos grupos expostos ao labirintoremetevado padrdo e ao labirinto em
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cruz elevado fechado. Estes achados sugerem queirecicepcdo induzida pelo LCE

depende do grau de aversao do teste. Em outraggmla estado emocional induzido pela
exposicdo ao LCEa parece ser semelhante a condieaperigo imediato devido as

caracteristicas do teste.

E importante ressaltar que exposicdes a situagiessivas (geralmente
referidas como estressores) provocam uma sériegpmstas coordenadas (referidas como
“respostas ao estresse”) compostas de alteracdgsodamentais, ativacdo autondmica e a
secrecdo de hormoénios tais como horménio adrencotdfico (ACTH) e cortisol/
corticosterona (VAN DE KAR; BLAIR, 1999; CARRASCQO/AN DE KAR, 2003). Tem
sido demonstrado que corticosterona modula nodicegcansiedade/ medo. Por exemplo,
aumento dos niveis de corticosterona plasmatiémo esirrelacionados com um aumento no
limiar de sensibilidade a dor em ratos expostos simalacdo elétrica na cauda
(BOGDANOV; YARUSHKINA, 2000; BOGDANOV; YARUSHKINA, 2003). Este
horménio também induz um aumento na frequénciaadtup alongada (stretched attend
posture, SAP) total e protegida no LCE (MIKICS; B3Y; BARSVARI; HALLER, 2005).
Por outro lado, a frequéncia de postura alongadienénuida por metirapona, um bloqueador
da sintese de glicocorticdides (MIKICS; BARSY; BARSRI; HALLER, 2005), e
tratamento com midazolam (ALBRECHET-SOUZA et aD02) em ratos expostos ao LCE
padrdo. Outro esterdide adrenal ansiolitico endigen alpha-THDOC, também atenua
analgesia induzida pelo estresse nao opidide (ROTB5EHEPHERD, 1988). Diante de tais
achados é possivel que a corticosterona exercenafrito sobre a antinocicepcao induzida
pelo LCEa.

Embora a exposicdo de camundongos ao LCEa induzeenepcdo de alta
magnitude, os mecanismos envolvidos neste tipaidéciio da dor sdo pouco conhecidos.
Dentro deste contexto, também tem sido mostradmgu@nabindides modulam a analgesia
induzida por estresse. Por exemplo, Finn et al04pGém demonstrado que, em ratos
condicionados ao choque, a analgesia condicion&lia medo (avaliada pelo teste de
formalina) foi revertida por administracdo sistémido antagonista de receptor CB1
canabinoide, SR141716A. Por outro lado, a micrgége deste composto na amidala
basolateral de ratos condicionados ao choque eetidws ao teste de formalina ndo alterou a
analgesia condicionada pelo medo (ROCHE et al.7R(Dentro deste contexto, tem sido
demonstrado que a analgesia induzida por choqeeniitente na pata € bloqueada por

antagonistas opioides (LEWIS et al., 1980), ao @agse a analgesia induzida por choque
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continuo (3 min.) na pata € bloqueada por antagmnisanabinéides (HOHMANN et al.,
2005).

Ainda, Hohmann et al. (2005) demonstraram que &pte de analgesia
induzida por estresse é mediada pela mobilizacdo ddes endocanabindides, 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) e anandamida, no meé&lo dorsal. Neste sentido, como 0s
mecanismos envolvidos na antinocicep¢do induzida p€Ea n&o foram estudados, é
possivel que mecanismos opiodides, canabindidesnbosaestejam envolvidos na modulacao
de tal antinocicepcéo.

Com relacdo a analgesia induzida por estresdggratlira mostra diferencas
entre 0s sexos no que diz respeito a magnitudealgesia apresentada por machos e fémeas
expostos a mesma condicdo de estresse. Por exenplodruscolo et al. (2004)
demonstraram que ratas espontaneamente hipertéBbi®, sigla em inglés) e Wistar
submetidas a um estresse de nado por trés minxitbeaen maior percentagem de analgesia
induzida por estresse quando comparadas aos madgafosspectivos grupos.

Diante das evidéncias acima, o presente trabalh@dlizado com o objetivo
de investigar a duracdo da resposta antinocicepdvaossivel modulacdo opidide e/ou
canabindide, influéncias da adrenalectomia e peissidiferencas relacionadas ao sexo na
antinocicepcéao induzida em ratos expostos ao LCEa.
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2. OBJETIVOS

ETAPA I:
Gerais:
Investigar a participacdo de mecanismos opidideantiaocicepcao induzida
pelo LCEa.
Especificos:
Investigar se a antinocicepcao induzida por exjaoside ratos ao LCEa:
— Apresenta tolerancia cruzada a morfina (experingehgoll);
- E atenuada por exposicdes repetidas ao LCEa (exgeio |11);
- E revertida por tratamento sistémico com naltrexemgerimento [V);
- E afetada por adrenalectomia (experimento V).
ETAPAII:
Gerais:

Caracterizar a influéncia da presenca do estinawkrsivo (LCEa) e das
diferencas relacionadas ao sexo na duracdo davemcepcdo, bem como o envolvimento de

mecanismos mediados por receptores canabindide$ (@Bua modulacao.

Especificos:
Investigar se a antinocicepc¢ao induzida por exposig ratos ao LCEa:
— Persiste apés remoc¢ao do animal do LCEa;
- E influenciada por diferencas relacionadas ao sexo;

- E mediada pelo receptor canabindide,CB
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3. ETAPA |: MODULACAO OPIOIDE DA ANTINOCICEPCAO INDUZI DA PELO
LCEa

3.1 Material e métodos

Sujeitos:

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso onatk 230-280g,
provenientes do biotério central da Universidadtadisal Paulista — UNESP. Os animais
foram mantidos sob o ciclo claro/escuro de 12 hf@itees acesas: 07:00h), em um ambiente
com temperatura (23 1°C) e umidade (5% 5%) controladas. Alimento e agua foram
disponiveisad libitum exceto durante as breves sessdes de teste. dsdm®cedimentos
foram conduzidos de acordo com os principios étitm€olégio Brasileiro Experimentacao
Animal (protocolo CEP/FCF/Car. numero 15/2005)eaa® no “National Institute of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory AnimalEsforgcos foram realizados para

minimizar o numero e sofrimento potencial de sageit

Farmacos:

Sulfato de morfina (Dimor®, Cristalia; soluco injetavel 10 mg/ml) na dose de
5 mg/kg (intraperitoneal, i.p.) diluida em &guatitleda. Naltrexona (Naltrexona HCL, Endo
Laboratories Inc., Garden City, USA), antagonigigdiole ndo seletivo, na dose de 2,5 mg/kg
(subcutanea, s.c.) diluida em salina.

As doses de morfina e naltrexona foram determinediaforme estudo piloto e
estudos anteriores (TSUCHIYA et al., 2006; REBOUGA&I., 2005; POWELL et al., 2002;
MICZEK, 1982).

Equipamentos:
Em todos experimentos 0s animais foram posicionadas sala, onde

permaneceram por um periodo de 1 hora sob lumiasiceduzida para habituacéo ao local.

Arena
A arena(Figura 1) consiste de uma caixa de polipropilerento com base

retangular (40 x 48 cm), cercada por paredes dar3@e alturaO assoalho € subdividido em
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30 quadrados (8 x 8 cnitste aparelho foi utilizadpara o registro do tempo de lambidas na

pata durante a segunda fase do teste de formalieaperimento I.

Figura 1: Arena.

Labirinto em cruz elevado

LCE fechado: o LCEf (Figura 2, esquerda) € uma modificacaoadhirinto em
cruz elevado padrédo descrito por Pellow et al. $198Ele é confeccionado de acrilico
(assoalho de acrilico cinza paredes de acrilico cristal transparentes) coatr@ubracos
fechados (50 x 10 cm) com paredes de 40 cm deaalimidos por uma plataforma central
comum (10 x 10 cm), e elevado 50 cm do solo posuporte de acrilico cinza.

LCE aberto: o LCEa (Figura 2, direita) também apresenta asnass
dimensodes do LCE fechado, exceto que todos osogbedcos sdo abertos e circundados por
uma parede de 0,5 cm, para evitar a queda dos ianifx@eto no experimento I, em todos os

outros experimentos o LCEf e o LCEa foram usados.
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Figura 2: Labirinto em cruz elevado fechado (LCEf), esquexciana; Labirinto em cruz elevado aberto (LCEa),

direita acima e centro abaixo.

Testes de nocicepcao:
Teste de retirada da cauda (Tail-Flick Test)

Nos experimentos | e Il, o teste de retirada dadagFigura 3) foi realizado
com o objetivo de detectar a tolerancia em raasiadios com morfina (5mg/Kg, i.p.).

Para a medida da laténcia de retirada da cauda )(LRC utilizado um
aparelho similar aquele descrito por Siegfriedle{1®87), que consiste numa fonte de luz
posicionada sob a superficie do aparelho. Estesiitdm emite raios de luz através de um
orificio, os quais incidem na cauda. Uma fotocékitaada acima do orificio e em linha reta
com a fonte de luz permite o registro do tempoatieada da cauda, assim que a mesma for
flexionada para fora do feixe de luz, desligandorandémetro. Para medir a LRC, cada rato
foi gentilmente contido com uma flanela e a fongelukz foi focada em um ponto 3-4 cm
proximal a extremidade inferior da cauda. A deffecda cauda ativou a fotocélula situada
acima da fonte de luz e o teste foi finalizado.e@d de luz foi ajustado a uma intensidade
elétrica de 9QA e o tempo de corte para a laténcia de retiradadda foi padronizado em 5
segundos durante experimento piloto. Os animaisaguesentaram LRC média acima de 3
segundos nao receberam tratamento no primeiroediastie, sendo tratados apenas no dia em
gue esta foi reduzida. LRC foram registradas 0 emlf@utos antes e 20 minutos apos
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tratamento farmacolégico. Cada LRC foi normalizada calcular um indice de analgesia
(1A):

_ (LRCtestg —(MédiabasaldeLRC)
5-(MédiabasaldeLRC)

A

IA, indice de analgesia;
LRC teste, laténcia de retirada da cauda teste;

Média basal de LRC, média basal de laténcia dexdetida cauda;

Figura 3: Teste de retirada da cauda (tail-flick test).

Teste de formalina

A injecao de formalina provoca uma resposta noticepifasica (ABBOTT;
FRANKLIN; WESTBROOK, 1995). A primeira fase (fasjca observada imediatamente
apos a injecdo de formalina e dura de 3-5 minuttss,resulta da estimulagdo direta de
nociceptores. A segunda fase (tbnica) inicia-se &0minutos de injecdo da formalina, dura

aproximadamente 40 minutos e envolve um periodoseesibilizacdo durante o qual



Etapa I 39

fendbmenos inflamatorios ocorrem. (LE BARS; GOZARIOADDEN, 2001). Os animais
foram tratados com 50 ul de solugdo de formalin2 58 (formaldeido 2,5%), injetada

subcutaneamente na superficie plantar da patar&raéeita.

Experimento I: Tolerancia a morfina

Ap6s o periodo de habituacdo a sala de experime#oanimais foram
submetidos a duas medidas de LRC (LRC-basal) a&@®minutos pré-tratamento e, entdo
foram tratados com morfina (M) ou agua destiladB)(AVinte minutos apds o tratamento,
foram feitas uma medida de LRC aos 20 minutos tarhento. Este mesmo procedimento
foi realizado durante 5-7 dias, com excecéo dagessalos animais que foi realizada a cada
dois dias. Tal periodo foi determinado através xigeemento piloto. Os ratos que nao
apresentaram tolerancia a morfina até 7 dias themto foram excluidos.

Um dia ap0s a constatacdo de tolerancia a morfibdé através do teste de
LRC), os animais foram tratados com solucéo de dona a 2,5%\eja teste de formalina
O tempo de lambidas na pata tratada durante a ipairfesse do teste foi registrado por 5
minutos em uma caixa de vidro (30 x 20 x 25 cm)0f\p registro da primeira fase do teste
de formalina, os animais foram novamente tratados morfina (5 mg/kg) ou agua destilada
(formando os grupos: AD + AD; AD + M; M + AD; M + Me 25 minutos ap0s a inje¢cado de
formalina, os animais foram individualmente colax®da arena (quadrado central da arena),
para o registro do tempo de lambidas na pata teaseirante 10 minutos (Fase 2: 25-35

minutos).A Tabela 2 mostra detalhes do delineamento expataheesalizado.

Tabela 2: Distribuicdo dos grupos de animais para a avaliaig comportamentos de toleréncia e nocicepcao
(teste de formalina).

Grupos Teste LRC | Teste da EXposic&o a

(5-7 dias) | Formalina Arena
Agua Agua AD + AD
Destilada )
Destilada (AD) AD+ M
(AD) Tolerancia
M + AD
Morfina (M) Morfina (M)

M+M
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Experimento II: Tolerancia cruzada entre morfina e antinocicep¢aaiduzida pelo LCEa

Neste experimento o teste de LRC foi realizado &wsrtratados com morfina
(5mg/kg, i.p.) ou agua destilada (AD) durante 5i@sdNo dia seguinte a constatacdo de
tolerancia a morfina, os animais foram tratados cmicdo de formalina a 2,5% na pata
traseira direitaVeja teste de formalinaEm seguida, o tempo de lambidas na pata dueante
primeira fase do teste foi registrado por 5 minutasaixa de vidro. Este experimento seguiu
0 mesmo protocolo do experimento |, exceto que ap@gistro da primeira fase do teste de
formalina os animais n&o receberam tratamento aljinbte e cinco minutos apos a injecao
de formalina, os animais foram expostos ao LCEtal@&CEa) ou fechado (LCEf), para o
registro do tempo de lambidas durante 10 minutas€R: 25-35 minutos).

Experimento IlI: Influéncia de exposicdes repetidagso LCEa sobre nocicepcgéo

No primeiro dia de teste, os animais foram expostosLCEf ou LCEa
formando grupos de uma, duas, trés, quatro ouesgissi¢cdes. Entdo, no ultimo dia de
exposicoes repetidas ao LCE os animais foram watadm formalina conforme parametros
citados yer teste de formalinae, apos 25 minutos, foram expostos ao mesmo QGE ja
tinham sido previamente expostos, para o regisirtechpo de lambidas durante 10 minutos
(Fase 2: 25-35 minutos).

Experimento IV: Efeitos de naltrexona na antinocicp¢ao induzida pelo LCEa

Os animais foram tratados com naltrexona (antagowigidide ndo seletivo
2,5 mg/kg, s.c.) ou salina. Apés 15 minutos, ognais foram tratados com formalina
conforme parametros citadoge( testes de formalina, na 2 fase do teste (25 minutos apds

injecdo de formalina), foram expostos ao LCEa o&i.C

Experimento V: Influéncia da adrenalectomia na antnocicepg¢éo induzida pelo LCEa

Adrenalectomia (ADX)

Os animais foram anestesiados com ketamina (80ghgilazina (7 mg/kg).
Uma incisdo na pele na linha média lombar foi fede o animal na posi¢céo prono. A parede
muscular para-vertebral foi aberta bilateralments eglandulas adrenais foram removidas.
Nos animais sham operados as glandulas adrenais flacalizadas similarmente, mas nao
removidas. Agua pura e NaCl 0,9% estavam dispanitagito para os animais sham quanto

para os ADX operados. Cinco a sete dias apds &gi@rus animais foram tratados com
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formalina conforme parametros citadea®r(teste de formalinae, apés 25 minutos, foram

expostos ao LCEa ou LCEf.

Anélise Comportamental

Os experimentos foram gravados através de um wrca filmadora-video-
cassete-TV para posterior analise da resposta emitia. Os comportamentos foram
avaliados pela andlise dos fitas cassetes com dlicawdo programa X-plorat 3.0,

desenvolvido pelo grupo do Prof. Silvio Morato daRJde Ribeirdo Preto (ndo publicado).

3.2 Andlise dos resultados

Analise Estastistica:

Os resultados de todos os experimentos foranmalmeinte submetidos ao teste
de homogeneidade de variancias de Levene (com &xahxs resultados obtidos no teste de
LRC). Quando apropriado, os dados foram transfoomamhn Log de base 10 (variavel+1),
convertidos em raiz quadrada ou raiz cubica ardgesetem submetidos a analise de variancia
(ANOVA) de um ou dois fatores. Nos casos onde asttamacéo dos dados nao revelou
homogeneidade de variancia, os dados foram anasispdla ANOVA de um fator n&o
paramétrica deKruskal-Wallis seguida pelo teste de comparagBes multiplas den Dun
foram transformados em “Ranks” e entdo submetiddN@VA de dois fatores por ranks
seguida pelo teste de comparacdes pareadas nwgiltiglaStudent Newman Keuls. Um
sumario da estatistica utilizada em cada experin&escrito abaixo:

Dados de indice de analgesia (Experimentos | dotBm analisados pela
ANOVA de dois fatores para medidas repetidas (fatotratamento; fator 2: dia, medidas
repetidas para dias). Para valores de F signiimsitios dados foram analisados por
comparacdes planejadas para contrastes entre méalias tratamento) para uma andlise
inter-grupos e pelo teste de comparacdes multgegadewman Keuls para uma andlise intra-
grupos.

Os dados da primeira fase do teste de formalinpgimentos I, 1, IV e V)
foram analisados usando-se o teste Student para amostras independentes (Expeamgnt
II, IV fator independente: tratamento; Experimerito fator independente: sham vs
adrenalectomia). A ANOVA bifatorial foi usada paaaalisar a primeira fase do teste de
nocicepcao no experimento Il (fator 1: tipo deidiabo; fator 2: nUmero de exposicdes ao

labirinto).
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Dados do experimento | (segunda fase do testergefina) foram submetidos
a ANOVA de um fator ndo paramétrica de Kruskall Nggffator independente: tratamento)
seguida pelo teste de compara¢des multiplas de.Emrtodos os outros casos, a ANOVA
bifatorial foi utilizada. Onde valores de F foraigrsficativos, os dados foram analisados pelo

teste de comparac6es multiplas de Newman Keuls.

3.3 Resultados

Experimento I: Tolerancia a morfina

Os resultados apresentados nas Figuras 4 e Sme$er@os dados obtidos no
experimento I. A Figura 4 mostra o IA em animaaados com morfina e submetidos ao
teste de LRC. A ANOVA de dois fatores para medidgetidas [fator 1. tratamento; fator 2:
dia, com medidas repetidas para este fator (dianatbda)] revelou um efeito significativo
para os fatores tratamento; (k3 = 83,69,p< 0,01), dia (k172 = 6,57,p< 0,01) e para a
interacdo entre os fatores, (7> = 10,84,p< 0,01) tratamento e tempo sobre o G\teste de
comparacdes planejadas para contrastes entre médésu que os indices de analgesia do
grupo tratado com morfina séo significativamentdones que os indices de analgesia do
grupo tratado com agua destilada durante todosagsdeé medidap& 0,05). A ANOVA de
um fator ndo revelou diferenga significativa doofatempo no grupo tratado com &agua
destilada (k72 = 2,39,p = 0,06) e demonstrou uma diferenca significatiseapeste mesmo
fator no grupo tratado com morfinas (ko= 13,75,p< 0,01). A analisé’ost hodeita através
do teste de Newman Keuls demonstrou que os indieemalgesia nos dias 3, 4 e 5 foram
significativamente diferentes do IA do primeiro dia tratamento com este farmaco. Além
disso, o teste de Newman-Keuls ainda demonstrou @u\ dos dias 4 e 5 foi

significativamente diferente daquele dos dias 2 e 3
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Figura 4: indice de analgesia (IA) avaliado com o testeadeada em ratos tratados com morfina §mg/kg)
ou agua destiladg) uma vez ao dia por 5 dias consecutivos. Latémgagtirada da cauda foram medidas 20

minutos apods tratamento. Pontos: Métiarro Padrdo da Média (EPM) (n=19-26). * p< 0,048 # p< 0,05
vs Morfina administrada no dia 1.

A Figura 5 mostra os efeitos do tratamento de maréipds a primeira fase do
teste de formalina sobre o tempo de lambidas raatpgeira direita em ratos tolerantes e néo-
tolerantes. Nocicepcgao foi registrada durante mgira fase (A) e segunda fase (B) do teste
de formalina. Na primeira fase (Figura 5A), o tedtel evene detectou homogeneidade entre
as amostras. O teste T revelou que o grupo tratado morfina demonstra um tempo de
lambidas na pata significativamente maior48)(= -4,05; p<0,01] quando comparado ao
grupo tratado com agua destilada. Para os dadssglmda fase (figura 5B)amalise néo
parameétrica realizada através do teste de KruskKallid\indicou diferenga estatisticamente
significativa entre os tratamentgs< 0,003). O test®ost hocde Dunn revelou que o grupo
AD/M apresentou um tempo de lambidas na pata sigtifamente menor quando

comparado aos grupos tratados com AD/AD, M/AD e M/M
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Figura 5: (A) Tempo de lambidas na pata traseira direita duiptémeira fase do teste de formalina em ratos
tratados com agua destilada (AD) ou morfina (MYidimente por 5 dias consecutivos (n= 19-ZB). Apos a
primeira fase do teste de formalina, os animaiarfotratados com AD ou M novamente e 20 minutos,ap6s
tempo de lambidas na pata foi registrado por 1Qutos(segunda fase do teste de formalina, 9-14)rei@a.
Barras: Médiat EPM. #p< 0,01 vs AD.*p < 0,05 vs AD/ AD, M/AD, M/M.

Experimento II: Tolerancia cruzada entre morfina e antinocicepcaaiduzida pelo LCEa

Os resultados apresentados nas Figuras 6-7 e Tabelerem-se aos dados
obtidos no experimento Il. A Figura 6 mostra o ¢edile analgesia (IA), em animais tratados
com morfina, obtido através do teste de LRC. A AMOWe dois fatores para medidas
repetidas [fator 1: tratamento; fator 2: dia, coradidas repetidas para este fator (dias de
medida)] revelou valores significativos para oofas tratamento (Fs = 34,44,p< 0,01),
tempo (k160 = 11,73,p< 0,01) e para a interagdo entre os fator@ss(F= 5,02,p< 0,01)
tratamento e tempo sobre o IA. teste de comparagcbes planejadas para contradtes e

meédiasrevelou que os indices de analgesia do grupo tratach morfina € significativamente
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maior que os indices de analgesia do grupo tratadoagua destilada durante todos os dias
de medidag< 0,05). A ANOVA de um fator ndo revelou diferengignificativa do fator
tempo no grupo tratado com agua destiladasg- 1,80, p = 0,14) e demonstrou uma
diferenca significativa para este mesmo fator mpgrtratado com morfina £l = 11,58,p<
0,01). A analiséost hodeita através do teste de Newman Keuls demonstiewog IAs nos
dias 2, 3, 4 e 5 foram significativamente difersrde |A do primeiro dia de tratamento com

este farmaco.

1.0
0.8 -
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0.4 -
0.2 1

Indice de analgesia

0.0
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-0.2

1 2 3 4 5

Dias de tratamento
Figura 6: indice de analgesia (IA) avaliado com o teste dieadn em ratos previamente tratados com morfina

(o; 5mg/Kg) ou agua destilada) uma vez ao dia por 5 dias consecutit@éncias de retirada da cauda fgram
medidas 20 minutos apds tratamento. Pontos: Médirro Padrdo da Média (EPM). * p< 0,05 vs Agua
Destilada, # p< 0,05 vs Morfina Dia 1.

A Figura 7A mostra o tempo de lambidas paatraseira direita durante a
primeira fase do teste de formalina nos animaisigm@gente tratados com agua destilada ou
morfina. O teste T revelou que o grupo tratado owornfina demonstra um tempo de lambidas
na pata significativamente Q) = -2,72;p<0,01] maior quando comparado ao grupo tratado
com agua destilada.

A Figura 7B mostra o tempo de lambidas na patseitta direita durante a
segunda fase do teste de formalina em animais ®gas LCEf ou LCEa. A ANOVA de
dois fatores (fator 1: tratamento; fator 2: tipolaarinto) revelou um efeito significativo para
os fatores tratamento (ks = 9,36,p< 0,01), tipo de labirinto (Fs = 15,54,p< 0,01) e para a
interacdo entre os fatores, g = 4,34,p< 0,05) tratamento e tipo de labirinto sobre o temp
de lambidas na pata durante 10 minutos de expoagdd@Ef ou LCEa. O testeost hoade

Newman-Keuls mostrou que o tempo de lambidas na ¢@ animais que foram tratados
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previamente com agua destilada e expostos ao LOGEaidnificativamente menor que
agueles que receberam o mesmo tratamento e fonamstex ao LCEf. Além disso, este teste
detectou que o tempo de lambidas na pata dos anguaiforam tratados previamente com
agua destilada e expostos ao LCEa foi significais@te menor em relacdo aos animais que
receberam morfina e foram expostos ao LCEf ou LCEa.

A Tabela 3 mostra as medidas espaco-temporaigadast totais nos bracos;
tempo total nos bragos; tempo no centro) registrddaante a exposicédo ao LCE.

Para a medida de entradas totais nos bracos a ANi@\dois fatores (fator 1:
tratamento; fator 2: tipo de labirinto) ndo reveédaito para o fator tratamento; (5= 1,47;p
=0,23), para o fator labirinto {ks = 1,13,p =0,29) e n&o revelou interacao entre os fatores
(F138=2,17,p=0,15).

Para a medida de tempo total nos bracos a ANOVAoikefatores por Ranks
(fator 1: tratamento; fator 2: tipo de labirintdarevelou efeito para o fator tratamentgsgF
= 0,3; p =0,6), revelou efeito para o fator labirinto; §g = 14,80;p<0,01) e ndo mostrou
interacdo entre os fatores @g= 1,44,p =0,24).

Na analise da medida de tempo no centro, a ANO¥ Aais fatores por Ranks
(fator 1: tratamento; fator 2: tipo de labirintdarevelou efeito para o fator tratamentgsgF
= 0,3; p =0,6), revelou efeito para o fator labirinto; §g = 14,80;p<0,01) e ndo mostrou

interacéo entre os fatores, @g= 1,44,p =0,24).
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Figura 7: Tempo de lambidas na pata durante a primeira fase=21) e segunda fase (B, n=10-11) do teste de
formalina em rats previamente tratados com aguélatts (AD) ou morfina (M) diariamente por 5 dias
consecutivosSomente a segunda fase do teste nociceptivo fatredo durante exposicdo ao LCEf ou LCEa.
Barras: Médiat EPM. #p< 0,01 vs AD. * p<0,01 vs AD/ LCEf, M/ LCEf, M/ LC&
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Experimento IlI: Influéncia de exposicdes repetidaso LCEa sobre a nocicepcgao.

Os dados obtidos durante este experimento estéiwadios na figura 8 e na
Tabela 4. A Figura 8 (A) mostra o tempo de lambitpata durante a primeira fase do teste
de formalina. A ANOVA de dois fatores (fator 1:diple labirinto; fator 2: exposi¢cdes) néao
mostrou significancia para os fatores tipo de iator(F 7> = 0,08,p = 0,78) e exposi¢cdes
(F472=0,36,p = 0,84) e nao revelou interagéao entre os fatores €0,32,p = 0,86).

A Figura 8 B mostra o tempo de lambidas na patande a segunda fase do
teste de formalina e exposicdo ao LCE. A ANOVA dedatores (fator 1: tipo de labirinto;
fator 2: exposi¢cdes) mostrou significancia paratorftipo de labirinto (F7,=45,81,p< 0,01)

e nao revelou significancia para o fator exposi¢ées, =1,22,p= 0,31) e interagéo entre 0s
fatores (&72=0,32,p=0,86).

Quanto aos outros comportamentos registrados uaagxposicao ao LCE, os
dados estdo demonstrados na Tabela 4.

No que diz respeito a entradas totais nos bragosGE a ANOVA de dois
fatores (fator 1: tipo de labirinto; fator 2: expges) revelou significancia para o fator tipo de
labirinto (Fy.72=4,7,p< 0,05) ndo mostrando significancia para o fatgosicdes (k72 =0,76,
p= 0,56) e interacdo entre os fatores tipo de latoire exposicdes {F>=0,08,p= 0,99).

Na andlise da medida tempo total nos bracos ddntba ANOVA de dois
fatores por ranks (fator 1: tipo de labirinto; faBo exposi¢cdes) néo revelou significancia para
os fatores tipo de labirinto {F» =0,003,p = 0,96), exposicdes fF. =1,67,p= 0,16) e
interacdo entre estes fatoreg {=0,25,p= 0,91).

Quanto ao tempo no centro a ANOVA de dois fatqffesor 1: tipo de
labirinto; fator 2: exposi¢cdes) ndo mostrou nenhsigaificancia para o fator tipo de labirinto
(F172 = 0,013,p= 0,91) e para o fator exposicdes {=1,28,p=0,29) assim como também
nao mostrou nenhuma valor significativo para arag@&o entre os fatores(f; =0,45, p=
0,77).
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Figura 8: Tempo de lambidas na pata durante a primeira fise éegunda fase (B) do teste de formalina em
ratos expostos 1, 2, 3, 4 ou 6 vezes ao LCEf oud @ animais foram expostos ao LCEf ou LCEa saenent

durante a segunda fase do teste de nocicepcad(@¥ Barras: Média:t EPM.



51

oAneoIubls 82'GYy
oeN FEVOCT

oAneaubIS gz'st

v,.'.S 9v'Ge 1622 1809
F6C'6ET FOV'TICT FET'LCT FOVT

v,.'.G 9¥'se 15°2¢ 1809

1T'6¢C 66°'TE 85'ey 19'6¢

oJua) ou odwa |
FEV'E8T ¥9G'60Z F9'89T F/9'9€T

IT'62  66'TE  8S'sy  19'6¢ sodelg

F.G°9TV F¥V'06E FP¥IEr F €€'€9% sou [e10] odwa|

88'c 6E'T 8c'e Zv'e
FYTI'6T F00'GT ¥9'6 9597

sode.g sou

siejo| sepenus

OEN F.G'€9y FTLTOV FTL'09F F09'8.vy +88'C.F F09v
ouLige
T9'C vez'e €8T €6'C 160
Jore o eued
FYI'GT FEV'LT F08CT FE9OT FET'TT
onesyiubIS
3071 307 13071 307 $3071
YAONY

€301  J30171 e3do1 4307

so03Isodx3 9

se03i1sodx3 1 sa0disodx3 €

sojusweuodwo)d

sa03i1sodx3 g ogdisodx3 T

Etapa 1

e3DIEW] Ok sonuiw QT Jod so)sodxa @ euljewlo) Wmansn welo) anb sojel wa sopesijeue sojuswenodwo) i ejage |



Etapa I 52

Experimento IV: Efeitos de naltrexona na antinocicp¢ao induzida pelo LCEa

Os resultados apresentados na figura 9 e tabeli®i®m-se aos dados obtidos
no experimento IV. A Figura 9A mostra o tempo dabalas na pata durante a primeira fase
do teste de formalina. O teste T revelou que o@iwgado com naltrexona demonstra um
tempo de lambidas na pata significativament8Jt(= 3,92; p<0,01] menor quando
comparado ao grupo tratado com salina.

A Figura 9B mostra o tempo de lambidas na patardera segunda fase do
teste de formalina e exposicdo ao LCE. A ANOVA dedatores (fator 1: tipo de labirinto;
fator 2: tratamento) mostrou significancia paratof tipo de labirinto (Fs =32,43,p< 0,01)

e nao revelou significancia para o fator trataméries=0,91,p= 0,35) e interagao entre os
fatores (fr,26=0,29,p=0,6).

A Tabela 5 mostra os comportamentos espaco-tespegistrados durante a
exposicao ao LCE.

Para a medida de entradas totais nos bracos a ANi@\dois fatores (fator 1:
tipo de labirinto; fator 2: tratamento) néo revekdaito para o fator tipo de labirinto(fs =
0,91; p =0,35), mas mostrou efeito para o fator trataméRrige= 12,68,p < 0,01) e nao
revelou interacdo entre os fatoresAf= 3,19,p =0,08).

No que diz respeito ao tempo total nos bracos ®¥A de dois fatores por
Ranks (fator 1: tipo de labirinto; fator 2: tratam® n&o revelou efeito para o fator tipo de
labirinto (R 26 = 0,02;p =0,88), revelou efeito para o fator tratamentp§F 16,28;p<0,01)

e ndo mostrou interacdo entre os fatoresgF0,41,p =0,53).

Na analise da medida tempo no centro a ANOVA ds fdbores (fator 1: tipo
de labirinto; fator 2: tratamento) ndo mostrou gigancia para o fator tipo de labirinto (ks
= 0,14,p= 0,71), revelou efeito para o fator tratamentp,£F16,65,p<0,01) e ndo mostrou

valor significativo para a interacao entre os edéqih 26=1,24,p= 0,27).
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Primeira fase A
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Figura 9: Tempo de lambidas na pata durante a primeira fase<15) e segunda fase (B, n= 6-9) do teste de
formalina em ratos previamente tratados com salinaaltrexona e expostos ao LCEf e LCEa. Animaiarfo
expostos ao LCEf ou LCEa somente durante a sedasdalo teste de nocicepcBarras: Médiat EPM. * p<
0,01 vs Salina.
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Experimento V: Influéncia da adrenalectomia na antnocicepg¢éo induzida pelo LCEa

Os resultados apresentados na figura 10A e tabelferem-se aos dados
obtidos no experimento V. A Figura 10 mostra o tenge lambidas na pata durante a
primeira fase do teste de formalina. O teste Tre&elou diferencas entre os grupos sham e
ADX [t (31) =1,31;p=0,20].

A Figura 10B mostra o tempo de lambidas na patante a segunda fase do
teste de formalina e exposicdo ao LCE. A ANOVA dedatores (fator 1: tipo de labirinto;
fator 2: cirurgia) mostrou significancia para cofatipo de labirinto (29 =9,65,p< 0,01), ndo
revelou significancia para o fator cirurgia 6=1,78,p= 0,19), mas revelou que h& interacédo
entre os fatores (Rs=5,13, p<0,05). O teste Post Hoc de Newman-Keuls mostrea qu
grupo Sham exposto ao LCEf € significativamenterdiite dos grupos sham exposto ao
LCEa, ADX exposto ao LCEf e ADX exposto ao LCEa.

A Tabela 6 mostra comportamentos espaco-tempoegistrados durante a
exposicao ao LCE.

Na medida de entradas totais nos bracos a ANOVAaike fatores (fator 1:
tipo de labirinto; fator 2: cirurgia) ndo reveloieito para os fatores tipo de labirinto, =
1,23;p =0,27), cirurgia (2= 1,98,p < 0,17) e ndo revelou interacdo entre os fatdfes €
0,34,p =0,56).

No que diz respeito ao tempo total nos bracos ®¥A de dois fatores (fator
1: tipo de labirinto; fator 2: cirurgia) reveloued@b significativo para o fator tipo de labirinto
(F120=4,62;p < 0,05), mas ndo mostrou efeito significativo pafator cirurgia (k29 = 1,83;

p = 0,19) e n&o mostrou interagdo entre os fatores€R2,62,p = 0,12).

Na analise da medida tempo no centro a ANOVA ds fdbores (fator 1: tipo
de labirinto; fator 2: cirurgia) mostrou efeito ifjcativo para o fator tipo de labirinto {by =
4,62,p < 0,05), mas ndo mostrou efeito significativo paréator cirurgia (f2=1,83,p =

0,19) e ndo mostrou valor significativo para ara¢éo entre os fatores;(f5=2,62,p= 0,12).
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Primeira fase A
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Figura 10: Tempo de lambidas na pata durante a primeira(fase=16-17) e segunda fase (B, n=8-9) do teste
de formalina em ratos sham operados (controlejos @drenalectomizados (ADX) expostos ao LCEf e &.CE
Animais foram expostos ao LCEf ou LCEa somente mtara segunda fase do teste de nocicepcao. Barras:
Média+ EPM. * p < 0,05 vs sham/ LCEf.
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4. ETAPA II: INFLUENCIA DO ESTIMULO AVERSIVO (LCEa) E DAS
DIFERENCAS RELACIONADAS AO SEXO NA DURACAO DA
ANTINOCICEPCAO E ENVOLVIMENTO DE MECANISMOS CANABIN OIDES
NA SUA MODULACAO

4.1 Material e métodos

Sujeitos:

Foram utilizados ratos Sprague Dawley adultos w&¢A13-290g) e fémeas
(162-219qg, experimento VI), provenientes de Harkkent WA, EUA. Os animais foram
mantidos sob ciclo claro/escuro invertido de 12akdtuzes acesas: 19h), em um ambiente
com temperatura controlada (21 + 1°C). Alimentgeaaforam disponiveiad libitum exceto
durante as breves sessdes de teste. Os animams Faituados e manuseados por pelo
menos trés dias antes do teste, conforme o proeettinde cada experimento. Todos 0s
procedimentos foram conduzidos de acordo com amsasipreconizadas pelo “National
Institute of Health Guide for the Care and Use abdratory Animals”. Esforgos foram

realizados para minimizar o nimero e sofrimentempatl de sujeitos.

Farmacos:

AM 251  [(N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2;dichlorophenyl)-4-
methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide)], antagonista Ci#d dose de 1 mg/kg (i.p.) diluida em
solucdo veiculo de DMSO (dimetilsulféxido 60% enlinrsg. A dose de AM 251 foi
determinada com base no estudo anterior (WILSCdll €008).

Equipamentos:
Em todos experimentos 0s animais foram posicionadas sala, onde

permaneceram por um periodo de 1 hora sob lumiasiceduzida para habituacéo ao local.

Labirinto em cruz elevado
Foram utilizados o LCEf e LCEa similares aquelédizatos nos experimentos

prévios yer o topico labirinto em cruz elevado descritoatapa ).
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Testes de nocicepgéo:
Teste de formalina
Na etapa ll, o teste de formalina também foi wdia ¢er o procedimento em

teste de formalina na etapg |

Teste de placa quenteHot Plate test)

O teste consiste em introduzir o rato em um espeigmgular com um solo
constituido de um prato composto por um conjuntdadenas ou barras que podem ser
aquecidas por energia elétrifleigura 11). O prato aquecido a uma temperaturataote
produz nos animaidois componentes comportamentais que podem seldaseduanto ao
tempo de reacéo. Estes componentes sdo: lambigagana saltos, as quais sao consideradas
respostas supraespinhais integradas (LE BARS; GOZABRADDEN, 2001).

No experimento VI, a nocicep¢édo foi avaliada usasel 0 teste de placa
guente (Figura 11). Este teste consistiu em medaténcia para o rato lamber uma pata
traseira quando colocado na placa quente (52,40€)nimais foram testados no teste de
placa quente imediatamente (0 minutos) apos exjposa@ LCEf ou LCEa. Animais ndo

responsivos foram retirados do aparelho dentrdddeegundos.

Figura 11: Teste da placa quente (hot plate test).
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Experimento VI: Duragao da antinocicepcao induzidgpelo LCEa e influéncia de fatores
ligados ao sexo

No primeiro dia de teste, ratos machos e fémegéniros foram expostos ao
LCEf ou LCEa por dez minutos. Imediatamente (0 musuapos exposicdo ao LCEf ou
LCEa, os animais foram expostos ao teste de plaeate. Além dos grupos expostos ao
LCEf ou LCEa, um outro grupo de animais que perroaran na gaiola viveiro também foi
submetido ao teste de placa quente como uma siwEgdrole para a exposicdo ao LCE
(fechado ou aberto).

Um dia apdés a primeira exposicdo, os animais fotastados novamente.
Neste teste, 0os animais expostos ao LCEfLGlEa no primeiro dia de teste foram
respectivamentexpostos ao LCEa e LCEf. Animais do grupo gaioleewo foram mantidos

no mesmo grupo, sem alteracao no segundo diatge tes

Experimento VII: Modulagdo canabindide da antinociepc¢ao induzida pelo LCEa

Ratos machos receberam injecédo intraperitonegb.i.de veiculo (DMSO
60%) ou AM 251 (1 mg/kg). Quinze minutos ap0s agap, os animais foram tratados com
solugcéo de formalina a 2,5% na pata traseira dife@ja teste de formalinaEm seguida, o
tempo de lambidas na pata traseira direita (pranfaise do teste de formalina) foi registrado
em uma caixa de acrilico por 5 minutos. Vinte eaiminutos apés a injecao de formalina os
animais foram expostos ao LCEf ou LCEa por 10 neissujuando era registrado o tempo de

lambidas naata.

Andlise Comportamental
A resposta nociceptiva foi registrada no momento edperimento e a
frequéncia de entradas e tempo nos bracos do LCEC&a foram gravados através de um

circuito de filmadora-video-cassete-TV para postaanalise da resposta.

4.2 Andalise dos resultados

Andlise estatistica:
Dados da primeira fase do teste de formalina (Ex@ato VII) foram
analisados usando o tedtede Student para amostras independentes (fatopendente:

tratamento).
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Para os experimentos realizados com o teste da plante e para a segunda
fase do teste de formalina os dados foram anakspédla andlise de variancia (ANOVA) de
dois fatores (Experimento VI: fator 1. Ambiente ebgosicdo; fator 2: sexo; Experimento
VII: fator 1: tipo de labirinto; fator 2: tratament Nos casos em que os valores de F foram
significativos os dados foram analisados pelo tdstecomparacées mdultiplas de Newman
Keuls. Em todos os casos, o valonpde).05 foi considerado significativo.

4 .3 Resultados

Experimento VI: Duragao da antinocicepc¢ao induzidgpelo LCEa e influéncia de fatores

ligados ao sexo.

Primeiro Dia de Teste

A Figura 12 mostra a laténcia de lambida na paseira de ratos machos e
fémeas submetidos ao teste de placa quente (52,#n&diatamente ap0s a exposicado aos
LCEf ou LCEa. A ANOVA de dois fatores (fator 1: Aiehte de exposicdo; fator 2: Sexo)
revelou efeito significativo para o fator ambied&eexposicao [F(2,43) = 9,0@5 0,05] mas
nao mostrou significancia para o fator sexo [F(L#8,03,p> 0,05] e nem interagao entre 0s
fatores ambiente de exposicéo e sexo [F(2,43) &, £700,05]. O teste post hoc de Newman
Keuls revelou que animais expostos ao LCEf ou aBd @presentam laténcia de lambida na
pata traseira significativamente menor quando coatggs aos animais mantidos na gaiola
moradia p< 0,05).
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Primeira exposigao
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Figura 12: Laténcia de lambida na pata (s) traseira de ratuhas e fémeas testados no teste de placa quente
(52,4 °C) imediatamente apds a exposicdo ao LCH{GHEa (n= 9-8). *< 0,05 vs gaiola moradia.

Segundo Dia de Teste

A Figura 13 mostra a laténcia de lambida na paseira de ratos machos e
fémeas testados no hot plate (52,4 °C) imediataregmis a exposi¢ao ao LCEf ou LCEa, no
segundo dia de teste. Da mesma forma que no pamigrde teste, a ANOVA de dois fatores
(fator 1: Ambiente de exposicao; fator 2: Sexo) tms efeito significativo para o fator
ambiente de exposicdo [F(2,41) = 7,p8,0,05] mas nao revelou significancia para o fator
sexo [F(1,41) = 0,4%9> 0,05] e nem interagao entre os fatores ambiemtexgosicdo e sexo
[F(2,41) = 0,92p> 0,05]. O teste post hoc de Newman Keuls revelo animais expostos
ao LCEf ou ao LCEa apresentam laténcia de lambalgata traseira significativamente
menor quando comparados a animais mantidos nagamiadiaf< 0,05).
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Segunda exposicao
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Figura 13: Laténcia de lambida na pata (s) traseira de ratmhas e fémeas testados no teste de placa quente
(52,4 °C) imediatamente apds a segunda exposicaloCad ou LCEa (n= 9-7). Um dia apds a primeira
exposicdo, ratos que haviam sido previamente exp@st LCEf ou ao LCEa foram respectivamente ergost
ao LCEa ou LCEf. Animais do grupo gaiola viveiradm mantidos no mesmo grupo, sem alteracao no degun
dia de teste. p< 0,05 vs gaiola moradia.
Experimento VII: Modulagdo canabindide da antinociepc¢éo induzida pelo LCEa.

A Figura 14 mostra o tempo de lambidas na pataatos previamente tratados
com DMSO ou AM 251 (1 mg/kg), durante a primeiras@ 1, figura A) e a segunda fase
(fase 2, B) do teste de formalina (formaldeido 2,52®mo pode ser observado na Figura
15A, o testet de Student ndo revelou diferencas significativaseens grupos tratados com
DMSO e AM 251 [t(26) = 0,41p> 0,05]. Ja na Figura 15B, a ANOVA de dois fatqffasor
1: tipo de labirinto; fator 2: tratamento) reveleteito significativo para o fator tipo de
labirinto [F(1,24) = 52,75p< 0,05] e auséncia de efeito significativo paratoif tratamento
[F(1,24) = 2,68p> 0,05], assim como auséncia de interagdo entfatoes tipo de labirinto
X tratamento [F(1,24) = 0,287 0,05].
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Primeira fase A
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Figura 14: Tempo de lambidas na pata traseira de ratos machemmente tratados com DMSO ou AM251 e
submetidos ao teste de formalina. (A) Tempo de idasbna pata durante a primeira fase do testerdefima
(n=14/ grupo). (B) Tempo de lambidas na segunda dasteste de formalina em ratos expostos ao LQEf o
LCEa (n=7/grupo).
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5. DISCUSSAO

5.1Etapa |

Os principais resultados da etapa | deste trabdHmonstram que ratos
expostos ao LCEa exibem uma antinocicepcédo denadignitude que é resistente a pelo
menos seis exposi¢oes diarias a situacado avetsbiza)). Ratos tolerantes a morfina expostos
ao LCEa foram mais reativos a formalina quando eoagns a ratos ndo tolerantes,
sugerindo que este tipo de inibicdo da dor mosgpanagrau de tolerancia cruzada a morfina.
Entretanto, administracdo sistémica de naltrexaBa&igp a exposicdo ndo antagonizou este
tipo de inibicdo da dor, sugerindo que mecanismp®ides ndo estdo envolvidos na
modulacdo da antinocicep¢do provocada pelo LCEémAtisso, a adrenalectomia néo
alterou a resposta antinociceptiva avaliada durempmsicdo ao LCEa, sugerindo que a
antinocicepcédo induzida pelo LCEa ndo € mediada pefticosterona plasmatica. Os

resultados desta etapa séo discutidos em detdibe®a

Experimento |

Como demonstrado na Figura 4, os animais tratadios morfina (5 mg/kg)
apresentaram reducdao significativa no IA do quditode tratamento em relacéo ao primeiro.
Embora o IA do quinto dia de tratamento com morésteja significativamente diferente de
seu controle agua destilada, tais resultados suggue houve tolerancia devido a diferenca
significativa entre os IA nos dias 1 e 5 de ratagatlos com morfina.

Detectada a tolerancia, no dia seguinte os anirfa@m tratados com
formalina na superficie plantar da pata traseirgitd. Como demonstrado na Figura 5A, o
grupo previamente tratado com morfina apresentou tampo de lambidas na pata
significativamente maior quando comparado ao gaguirole, Agua destilada, caracterizando
um processo de hiperalgesia. Conciliando os remstaxibidos nas Figuras 4 e 5A, sugere-se
gue estes animais estavam tolerantes ao efeitooaieptivo da morfina. Em apoio a essa
interpretacdo existewérias evidéncias na literatura demonstrando gdesenvolvimento de
tolerancia antinociceptiva opidide tem sido assitiia hiperalgesia (OSSIPOV et al., 2005;
MAO et al., 1994; MAO et al., 2002; GARDELL et &2006).

Dentro deste contexto, vale ressaltar que a simarde retirada tem sido

associada a tolerancia, sendo fator indicativo efeeddéncia (GRAEFF, 2005). Ainda, essa
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sindrome pode ser reproduzida em animais experaiseaiino caso de opiodides o0s sinais séo:
estados dolorosos intensos, fendmenos neurovegstatiomo horripilagdo, colicas, diarréia
(RANG et al.,, 2007; GRAEFF, 2005). Tais manifestas;dle retirada variam no tempo
conforme o tipo de farmaco. No caso dos opididegsap € alto a partir do primeiro dia
(GRAEFF, 2005). Sendo assim, a hiperalgesia presguntante a primeira fase do teste de
formalina pode ser decorrente da retirada de neijfinque a ultima administracdo deste
agonista opioide foi realizada no dia anterioreste de formalina.

Nesse sentido, Dong et al. (2006) demonstraramaqetirada de morfina por
18 horas ou por quatro dias ndo sé causou hipsralgemmo indicado por laténcias reduzidas
do tail flick, como também levou a tolerancia deites antinociceptivos de morfina aguda.
Além disso, ratos tolerantes expostos a uma siuesifiessante (platafoma elevada) por trinta
minutos exibiram reducao ainda maior na laténcieetieada da cauda como avaliado atraves
do teste deail flick. Nesse sentido, € possivel que situacao simitéwatecorrido no presente
experimento, visto que os ratos foram tratados gwrfina por cinco dias, periodo no qual
foi detectada tolerancia, e, no dia seguinte, &eeb injecdo de formalina na pata, o que
poderia atuar como um estressor reduzindo o linvarceptivo destes animais.

Embora a toleradncia antinociceptiva a morfina #éesido demonstrada nos
animais submetidos ao teste de retirada da ca@dagna conhecido se essa perda dos efeitos
analgésicos deste agonista opidide ocorreria tambénteste da formalina em animais
expostos a um outro ambiente. Para isso, aposnzeipai fase do teste de formalina, os
animais receberam mais uma injecdo de agua destadnorfina e, 20 minutos apos este
tratamento, foram expostos por 10 minutos a umaagoara o registro do tempo de lambidas
na pata. De acordo com a Figura 5B o grupo agudadtgmorfina apresentou um tempo de
lambidas na pata significativamente menor quandapapado aos grupos agua destilada/agua
destilada, morfina/agua destilada e morfina/morfiG@anforme estes resultados, o grupo
tratado com agua destilada/morfina exibiu um efaittnociceptivo causado pelo tratamento
agudo de morfina. Ja o grupo morfina/morfina nastnoo diferenca quando comparado ao
grupo agua destilada/agua destilada, demonstraas&im, a ocorréncia de tolerancia
antinociceptiva a morfina. Estes dados corroboramesultados apresentados por Detweiler
et al. (1995), em que ratos submetidos ao tratamemt pellets de morfina (75 mg) ou
veiculo por cinco dias consecutivos exibiram taler@ opidide avaliada pelo teste de
formalina a 5 %.

Uma vez demonstrada a tolerancia antinociceptiv@gina atraves do teste

de formalina (segunda fase), o segundo experimmnteealizado para investigar se ratos
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tolerantes aos efeitos antinociceptivos da morfieatravam-se também tolerantes aos efeitos
antinociceptivos da exposi¢cdo ao LCEa. Se assiiames o fenbmeno de tolerancia cruzada

nos efeitos antinociceptivos da morfina e da exgg@msao ambiente potencialmente aversivo.

Experimento Il

No experimento Il, os resultados obtidos atravétedte de LRC (figura 6)
mostram a tolerancia antinociceptiva obtida atrad@sadministracdo sistémica repetida de
morfina. Em seqUéncia a esse resultado a Figuren@stra a hiperalgesia desenvolvida em
ratos tolerantes durante a primeira fase do testtmnalina quando comparados ao grupo
controle (AD). Juntos, esses resultados reprodueguneles obtidos no experimento I, visto
que foram utilizados os mesmos procedimentos dkatano experimento anterior, com
excecdo de que, apdés a primeira fase do teste rdalfba, os animais ndo receberam
tratamento algum e foram expostos ao LCE, e nanaarena.

Quanto aos resultados obtidos com exposicdo @s @b LCEf ou LCEa
durante ssegunda fase do teste de formalina, a Figura 7Brangsie ratos nao tolerantes
expostos ao LCEa gastam menos tempo lambendo agpatado comparados ao grupo
exposto ao LCEf com o mesmo tratamento prévio. Mssstes resultados corroboram
resultados anteriores em que camundongos submetatsste de formalina e expostos ao
LCEa exibem antinocicep¢édo de consideravel magaifdENDES-GOMES & NUNES-
DE-SOUZA, 2005; 2009).

Curiosamente, n@aegunda fase do teste de formalina (Figura 7Banamais
tolerantes ndo expressaram hiperalgesia quando stegpoao LCEf, um ambiente
potencialmente ndo aversivo, jA que os quatro bragm fechados por paredes. Uma
possibilidade para esta auséncia de hiperalgedieripo estar relacionada ao efeito de
exposicdo a um ambiente novo. Em acordo com eptadse, estudos demonstram que a
presenca de estressores, tais como um ambiente, mote levar a reducdo de
comportamentos relacionados a dor (ABOTT et al.8619SIEGFRIED et al. 1987),
demonstrando, portanto, que o ambiente novo pdddenr na resposta nociceptiva.

Entretanto, quando os animais foram submetidoenaepa fase do teste de
formalina em uma caixa de vidro, a qual tambémh#dam sido familiarizados, a expresséo
de hiperalgesia se fez presente. Tal resultadoesuge a auséncia de hiperalgesia durante a
segunda fase néo seja devida ao efeito de expasighioambiente nov®or outro lado, nédo
podemos deixar de mencionar que as dimensdes xdadmividro (30 x 20 x 25 cm), onde o

tempo de lambidas foi medido durante a primeira,fasas do LCEf, onde foi avaliada a
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segunda fase, sao diferentes. Assim, a explorag@mndambiente maior poderia ser um fator
concorrente com a nocicep¢ao. Em apoio a estadsipoCarvalho-Netto et al. (2006) tém
demonstrado que a resposta motora de camundongedsafados com D,L homocisteico
(DLH) na MCP dorsolateral pode ser influenciadapelaracteristicas do ambiente em que os
animais sao testados. Nesse estudo, os autoresisieamo que camundongos que receberam
microinjecdo de DLH na MCP dorsolateral e foramnsetiados a uma arena, situacdo com
pouca disponibilidade de espaco, apresentaram cesposta predominante comportamento
de saltos, enquanto camundongos submetidos aadteriteste de defesa para camundongo
(Mouse Defense Test Battery, MDTB) exibiram priatipente o comportamento de corrida
(galopes) e pequena quantidade de saltos. Nestielcse@ possivel que as dimensdes do
ambiente de exposicédo possam ter influenciadosposta nociceptiva observada no presente
estudo.

Semelhante aos resultados descritos no experiment experimento Il os
animais tolerantes a morfina exibiram hiperalgedimante a primeira fase do teste de
formalina quando a nocicepcéo foi avaliada 24 hsapdiltima dose de morfina. Ainda, no
experimento |, ratos tolerantes tratados com marimediatamente apos a primeira fase do
teste de formalina (5 minutos apés a injecdo dendbna) ndo exibiram antinocicepc¢éo
avaliada durante a segunda fase do teste de noamepmbos os grupos M/AD e M/M
exibiram tendéncia em aumentar a resposta nocreemuando comparados ao grupo
AD/AD, sugerindo que ratos tolerantes a morfinaformais reativos ao estimulo doloroso
que os nao tolerantes. Embora um resultado sireddn esperado para ratos tolerantes a
morfina expostos ao LCEf, é provavel que a faltehigeralgesia neste grupo seja devida a
uma resposta nociceptiva teto a formalina, istesé solucdo néo teria sido suficientemente
algogénica para induzir tempo de lambida na patdaida superior a aproximadamente 120
segundos, durante os 10 minutos de teste. Nossolaos parecem apoiar os achados de
Mendes-Gomes e Nunes-de-Souza (2005), que denramstram perfil nociceptivo
semelhante em camundongos que receberam injedaotidina na pata e foram expostos ao
LCEf. Ao contrario dos animais expostos a esse ambih€Eff, € possivel que o aumento
do tempo gasto em lambidas na pata injetada, cdodeipara os ratos tolerantes e expostos ao
LCEa, seja também uma resposta hiperalgésica aafioane ndo decorrente de tolerancia
cruzada ao tratamento com morfina.

Todavia, o0 grupo tolerante a morfina exposto a&cd@presentou um tempo
de lambidas na pata significativamente maior quatwloparado ao grupo néo tolerante e

exposto ao mesmo ambiente, tornando intrigantesailpbdade de existéncia de tolerancia
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cruzada a morfina em ratos expostos ao LCEa. Sm,assenvolvimento de mecanismos
opidides na reversdo da antinocicepcéo eliciada [peEa estaria fortalecido. Uma série de
evidéncias indicam que a MCP esta envolvida nordedamento de tolerancia a morfina
(ex., MORGAN et al., 2005; LANE et al., 2005) e t&&m na modulacdo da resposta
nociceptiva relacionada a reacbes de medo (ex.,U#lG NUNES-DE-SOUZA, 2006).
Estudos anteriores tém salientado que tipos emaisiafistintos assim como diferengcas na
mediacdo analgésica estdo relacionados a estimuldgeadiferentes colunas da matéria
cinzenta periaquedutal (BANDLER et al., 2000; KEABANDLER, 2001). Enquanto a
ativacdo da matéria cinzenta periaquedutal doesalatMCPdI) e lateral (MCPI), com
injecdo de aminodcido excitatorio (AAE), desencadencdes ativas seguidas por analgesia
nao-opioide, a estimulacdo da MCP ventrolateralCiMl) evoca reacdo passiva e analgesia
mediada por opioides. Neste sentido, Mendes-GomeNuees-de-Souza (2009) tém
demonstrado que tanto a lesdo unilateral como epdlatda MCPdlI ndo alteram a
antinocicepc¢éao induzida pelo LCEa em camundongbmstidos ao teste de formalina. Tais
evidéncias podem fornecer alguns indicios de qMC®vI seja um local provavel para a
reversao da antinocicepcao eliciada pelo LCEa ¢os talerantes a morfina. Para responder
a tal questionamento, seria necessario investiga antinocicepcao eliciada pelo LCEa é
revertida por um antagonista opidide. Ptmato, foi realizado o experimento IV (dicusséo
adiante).

Por outro lado, a expressao da proteina Fos teémidentificada em diversas
estruturas limbicas de animais expostos ao LCE (OAN et al., 1996; HINKS et al., 1996;
SILVEIRA et al., 1993). Por exemplo, Hinks et d996) demonstraram que a exposi¢céo de
ratos ao LCE resulta em aumento na expressao teimad-os no cértex piriforme, giro do
cingulo, hipocampo, amigdala, e MCP, estruturasgnantes do sistema de defesa dos
animais. Portanto, outra possibilidade para oslteetos aqui encontrados, seria a
participacdo de outras estruturas do sistema desaefijue ndo a MCP, na modulagao de
mecanismos opiodides envolvidos na antinocicepgémea pelo LCEa.

Quanto as medidas espaco-temporais (Tabela 3izadas durante este
experimento, 0s animais expostos ao LCEa permaaacenais tempo nos bracos deste
aparelho em comparacdo aqueles que foram exposte€Bf. Como um resultado “em
espelho”, os animais que foram expostos ao LCHhaeeceram mais tempo no centro em
relacdo aqueles que foram expostos ao LCEa. Naeehdiferenca no niumero de entradas nos
bracos entre os animais expostos ao LCEf ou LCEaindy a administracdo sistémica de

morfina parece ndo ter provocado nenhum efeito nhmtor neste teste jA& que ndo ha
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diferencas nas entradas nos bracos dos LCE entgeupss tratados com morfina e agua
destilada.

Experimento Ill

A Figura 8A mostra resultados obtidos durante iengirafase do teste de
formalina. Como pode ser observado, ndo ha difasesignificativas no tempo de lambidas
na pata em ratos expostos sucessivamente ao LCHala@comparados a ratos expostos
sucessivamente ao LCEf.

Ja na Figura 8B, pode-se observar que ha um eafeit@abirinto, ou seja, o
namero de lambidas na pata em animais expostosCdta L€ significativamente menor
quando comparado aos animais expostos ao LCEf.viadduas, trés, quatro ou seis
reexposicdes diarias ao LCEa ndo mudaram a resao8tenciceptiva quando comparada a
uma unica exposi¢cdo ao aparelho. Dentro deste xdonteem sido demonstrado que a
antinocicepcdo induzida por encontros agressivagssivos € extinguida apds encontros
diarios em camundongos. Tal auséncia de resposteeineptiva € insensivel a uma dose
analgésica de morfina, indicando um fenémeno derantia cruzada (MICZEK;
THOMPSON; SHUSTER, 1982). Seguindo a linha de @nio dos experimentos anteriores,
como houve a atenuac@la antinocicep¢cdo em animais expostos ao LCEa rfexgeto II),
esperava-se que com exposicoes sucessivas ao LGHéinacicepcdo eliciada por este
aparelho fosse revertida. No entanto, como os teelkad do presente estudo mostram, a
antinocicepcado eliciada pelo LCEa nao sofre tolgedra exposicdes sucessivas neste
aparelho. Estes resultados fortalecem a hipétesguede os mecanismos envolvidos na
antinocicepcéo induzida pelo LCEa ndo dependentivig;do opidide endogena.

Outro ponto que merece destaque no que diz respedtsultados obtidos neste
experimento é o fato de que alguns autores denaomsdr auséncia de efeitos de farmacos
ansioliticos classicos na segunda exposicao ao LE&§gIM, roedores expostos pela primeira
vez ao LCEp apresentam um aumento caracteristicexpbracdo dos bracos abertos e
reducdo em comportamentos de avaliacdo de risce apadministracdo de farmacos
ansioliticos. Todavia, sujeitos previamente exposio LCEp (teste 1) ndo respondem a estes
farmacos no teste 2 (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005)nte as varias explicagdes para tal
fendbmeno estdo a possibilidade de uma sensibibzexgerimentalmente induzida de medo/
ansiedade (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000), e/ ou umaamga qualitativa na natureza da
resposta aversiva desencadeada entre os testagjadeesposta de medo incondicionado a

uma resposta de esquiva aprendida (BERTOGLIO; CARER 2004), nas quais farmacos
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ansioliticos testados ndo demonstraram efeito (BEROIO; CAROBREZ, 2003). Assim, é
possivel que a exposi¢cdo ao LCEa desencadeie wpasta comportamental de medo, uma
vez que a antinocicepcdo provocada por essa situmggrsiva ndo sofreu tolerancia. Em
apoio a esta hipétese estdo os achados apreserpadoBaptista et al. (2009), que
demonstraram que a antinocicep¢ao induzida porir@mento de camundongos ao braco
aberto do LCE permaneceu inalterada durante umandageexposicdo ao modelo. Ainda,
tais autores demonstraram que microinjecées dezol@a, um agonista benzodiazepinico,
na amidala atenuaram antinocicepcédo induzida pelgobaberto em camundongos sem
experiéncia prévia ao braco aberto do LCE. De nioidigante, esses autores observaram que
0 benzodiazepinico ndo alterou a antinocicep¢camadrindongos reexpostos ao braco aberto
deste aparelho. Segundo Baptista et al. (2009)iade efeito da microinjecdo de midazolam
na amidala sobre a antinocicepcédo induzida pelgobaberto do LCE em cmundongos
reexpostos ao LCE sugere que o fenbmeno de “caletdterance” é também observado na
modulacdo de nocicepgdo e que o receptor GABAALZzddiazepinico, localizado dentro
desta estrutura prosencefélica, participa nestepso.

No que diz respeito as medidas espaco-temporaise(d 4), os animais que
foram expostos ao LCEa apresentaram maior nimeemtiiadas nos bragos do que aqueles
gue foram expostos ao LCEf, indicando um aumentativnalade locomotora em animais que

foram expostos ao ambiente aversivo.

Experimento IV
Como demonstrado na Figura 9A, durante a prim@ase do teste de

formalina ratos tratados com naltrexona exibirammpe de Ilambidas na pata
significativamente menor quando comparados ao gsafioa, indicando um possivel efeito
antinociceptivo deste farmaco. A literatura relgtee este antagonista opidide aumenta o
efeito antinociceptivo da morfina quando utilizado doses ultra-baixas (ver POWELL et al.,
2002; SHEN; CRAIN, 1997; MCNAULL et al., 2007) emstes de nocicep¢do como o teste
de retirada da cauda e o teste de pressdo nagméitatanto, nestes estudos nédo houve efeito
antinociceptivo da naltrexona por si s6. Todavay@l et al. (2002) também mostraram que
a dose de 2 mg/kg deste antagonista opidide, caneglrada com morfina, reverte os efeitos
antinociceptivos deste farmaco. Diante de tais ltados, considerando que a dose de
naltrexona utilizada no presente estudo foi denigiKg, ndo seria esperado que tal farmaco
produzisse antinocicepcdo. Nesse sentido, outrdsdes tem demonstrado efeito

antinociceptivo de naltrexona. Por exemplo, Chale{2003) mostraram que camundongos
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tratados com naltrexona intraperitoneal, nas ddeek0 e 20 mg/kg, exibem antinocicepcéo
durante a segunda fase do teste de formalina. Emimssos resultados demonstrem um
efeito antinociceptivo deste farmaco em ratosgtaito se da somente na primeira fase do
teste de formalina. Diante de tais resultados ésweonsiderar as diferencas na metodologia
utilizada. No estudo realizado por Choi et al. @Ofoi utilizada espécie e doses de
naltrexona diferentes e, ainda, o teste de formdbnrealizado com formalina 1% e injecao
de 10 pL de solucao na pata.

Outra possibilidade de explicacdo para os resedtald primeira fase do teste
de formalina (Figura 9A), seria um possivel efaitsiogénico da naltrexona. Neste contexto,
estudos tém demonstrado um efeito deste antagomistareceptores opidides em
comportamentos relacionados a ansiedade em roedoegxemplo, Lee e Rodgers (1990)
demonstraram que, em camundongos expostos ao L@&seade 10 mg/kg de naltrexona
provocou uma reducdo do tempo gasto nos bracososbego LCE juntamente com um
aumento no tempo combinado gasto no centro e bfegieado, indicando um efeito
ansiogénico. De forma interessante, neste mesmdcesal farmaco também provocou um
aumento da antinocicepcdo em camundongos expostdsCE e testados ntail flick.
Segundo esses autores, tal aumento na antinoccceegére devido ao efeito ansiogénico
causado pela naltrexona. Nesse sentido, é posgiged naltrexona tenha exercido um efeito
ansiogénico nos ratos durante a primeira faseste tke formalina e, desta forma, provocado
antinocicepcdo. No entanto, a avaliacdo do estawocienal induzido pelo antagonista
opidide néo foi objeto de investigacéo do presestedo.

Quanto a segunda fase do teste de formalina, sexatia parece ndo ter
provocado efeito antinociceptivo intrinseco, vistpe ratos expostos ao LCEf nao
demonstraram qualquer diferenca significativa qoact@mmparados aos tratados com salina e
expostos ao mesmo LCE (LCEf). Desta forma, obselw&e os resultados obtidos com ratos
tratados com naltrexona e expostos ao LCEa podéretar que este antagonista opidide nao
seletivo ndo reverteu a antinocicepcéo eliciadaegte aparelho, visto que tal grupo nao foi
significativamente diferente daquele tratado cotimaa exposto ao LCEa. Tais resultados
corroboram os estudos realizados por Lee e Rodd®30), que demonstraram que a
exposicdo ao LCE padrdo (LCEp) resulta em antiepci@&o ndo opidide, uma vez que nao é
bloqueada por naltrexona e nao apresenta toleranczada com morfina (LEE; RODGERS,
1990). E, ainda, nossos resultados também cornmbosaestudos demonstrados por Nunes-

de-Souza et al. (2000), que demonstraram ser @oardepcao induzida pelo confinamento no
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braco aberto do LCE insensivel ao tratamento sistBoom naloxona. Assim, é provavel que
a antinocicepcéo elicidada pleo LCEa envolva maeocaos ndo opidides.

Experimento V

Como um tipico estressor, a injecao de formalgs@eiada com a exposi¢ao ao
LCEa poderia induzir ativacdo do eixo hipotalamimparia-adrenal levando a aumentos no
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e niveis detmmsterona plasmatica, que por sua vez
poderiam aumentar comportamentos relacionadosi@danie. Desta forma, este experimento
foi realizado para investigar se a remocao cirargie glandulas adrenais poderia impedir a
antinocicepc¢éao induzida pelo LCEa. Como ilustraddrigura 10A, durante a primeira fase
do teste de formalina, ratos adrenalectomizadosxifiiram diferenca no tempo de lambidas
na pata quando comparados ao grupo sham (controle).

Ja durante a segunda fase do teste, conformeadosina Figura 10B, os
animais sham expostos ao LCEf exibiram um temptachiidas na pata significativamente
maior quando comparados aos grupos sham/LCEa e IATEX/ Naturalmente, ndo foi
surpresa que o grupo sham e exposto ao LCEa tenéseatado antinocicepcao, visto que 0s
experimentos anteriores demonstraram que ratos stogoao LCEa exibem uma
antinocicepgéao significativa em relagcdo ao grupposio ao LCEf. No entanto, os animais
submetidos a adrenalectomia também né&o alteroufid @@ antinocicepc¢ado induzida pelo
LCEa.

Curiosamente, o grupo ADX/LCETf exibiu menos temmgolambidas na pata
guando comparado aos ratos sham operados e expostoaesmo ambiente, sugerindo um
efeito antinociceptivo. Dentro deste contexto, dayt al. (1998) tém demonstrado que o
teste de formalina induz aumento nos niveis de AGTldorticosterona, principalmente
durante a sua segunda fase. Ainda, tais autoresord#raram que a liberacdo de
corticosterona plasmatica ndo reduz o processamticeptivo provocado pelo teste de
formalina. Entretanto, Vissers et al. (2004) témmdestrado que ratos adrenalectomizados
(ADX) exibem reducdo em mais de 50 % na reatividademportamentos relacionados a dor
durante a primeira segunda fases do teste de formalina. Aindaatdisres demonstraram
gue animais ADX e tratados com formalina (5%) exibaiveis aumentados de beta-
endorfina e hormdénio ACTH plasmatico. Segundo daitores, visto que o pré-horménio do
ACTH é a pro-opiomelanocortina (POMC), que tambérmrécursora da beta-endorfina,
niveis plasmaticos aumentados de ACTH possivelmesftetem maior concentracdo de

POMC e, consequentemente, de beta-endorfina, quesua vez, pode agir nos receptores
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opidides atenuando a dor. Em outras palavras, @@ reducdo das respostas nociceptivas
em ratos adrenalectomizados e expostos a form&egundo esses autores, tal pressuposto é
reforcado pelo fato de que a reducdo nos compont@saociceptivos em ratos ADX foi
revertida por naloxona.

Embora no presente estudo n&o tenha sido demdostr@aducdo em
comportamentos nociceptivos em ratos adrenalectmlogzdurante a primeifase do teste de
formalina € possivel que tal mecanismo tenha amrdurante a segunda fase do teste
nociceptivo, quando os animais foram expostos ab&flou LCEa. Talvez, durante a
segunda fase do teste de formalina a exposicaoCif bu LCEa tenha sido um fator
estressante adicional ao estresse da formalinantgsj tais fatores tenham provocado uma
reducdo no comportamento nociceptivo. Isto exphlcarantinocicep¢cao presente em ratos
expostos ao ambiente potencialmente ndo aversivoe © LCEf.

Quanto as medidas espaco-temporais (Tabela 6)anomais que foram
expostos ao LCEa apresentaram tempo total nos foragmr quando comparados a ratos
expostos ao LCEf. Da mesma forma que o grupo eapastLCEa apresentou tempo no

centro reduzido quando comaparado ao grupo expost@Ef.

5.2Etapa ll

Os principais resultados da etapa Il deste trabddmonstram que ratos
expostos ao LCEf ou LCEa, sem nenhum estimulo epti® durante a exposicao, exibem
hiperalgesia quando testados no teste de placa fEsultados sao reproduzidos na
reexposicéo, quando ratos previamente exposto£&b $50 expostos ao LCEa e vice-versa,
sugerindo que a antinocicepcdo induzida pelo LCE& @resente somente durante a
exposicao ao aparelho. Ainda, ndo ha diferencasaginutde desta hiperalgesia entre ratos
machos e fémeas. Além disso, a injecéo intraperdiotle AM251, um antagonista de recptor
canabindide CB1, néo foi capaz de bloquear a antiepcao induzida pelo LCEa, sugerindo
a nao participacado do sistema endocanabinoide tipst&le antinocicepcéo. Os resultados

sdo discutidos detalhadamente abaixo.

Experimento VI
Os resultados obtidos neste experimento (Figurae 13) demonstram que
ratos expostos ao LCEf ou LCEa (sem nenhum estimudceptivo durante exposicao) por

dez minutos e subsequentemente submetidos aocdegtiaca quente mostraram laténcia de
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lambida na pata traseira menor quando comparadograpos mantidos na gaiola moradia.
Na reexposicéo, apesar dos animais anteriormeptestos ao LCEf serem expostos ao LCEa
e vice-versa, 0 mesmo resultado foi reproduzidast®enodo, animais expostos ao LCEf ou
ao LCEa mostraram laténcia de lambida na pata mgnando comparados aos grupos
mantidos na gaiola moradia, caracterizando um pseacde hiperalgesia. Nesse sentido, um
namero significativo de estudos relata que o estregudo pode induzir hiperalgesia (para
revisao ver LOVICK, 2008). Por exemplo, a exposigdestressores relativamente leves, tais
como, vibracéo, restricdo leve, odores e outrosapaz de induzir hiperalgesia transitéria
(JYRUM, 1988; VIDAL; JACOB, 1982). J4 outros estsighoostram que a exposi¢ao breve a
estimulos moderadamente estressantes (0os quamsesperado induzir analgesia de curta
duracdo) produz hiperalgesia tardia, mas de longacdo. Dentro deste contexto, ratos
expostos a uma ampla variedade de estressoresicuenn 15 min de choque nas patas
(GEERSE et al., 2006), sessbes de nado forcadoNQERO et al., 2000) ou situagéo de
conflito social demonstram responsividade aumentata estimulagdo nociceptiva
desenvolvida em um periodo de horas a dias, pooémduracdo de uma a quatro semanas.
Nesse sentido, a exposicao de ratos ao LCEa, @m@asde injecdo de formalina na pata,
poderia configurar como um estresse leve ou modegadndo comparado a exposi¢cdo ao
LCEa na presenca de formalina na pata. Assim, negepca de um estresse agudo
relativamente leve é possivel que ocorra hiperepci@ em vez de antinocicep¢cdo em ratos
expostos ao LCEa. Em tal situacdo, o LCEf tambéntepa representar um estimulo de
estresse leve ou moderado, j4 que este aparelhopr&ncircundado por quatro bracos
fechados, também provocou hiperalgesia em ratosasSien, na auséncia de formalina, a
exposicdo a tais aparatos se configuraria comodtrasse a novidade. Tal hipotese encontra
apoio nos estudos realizados por Vidal e Jacob2(1@hde ratos expostos a um ambiente
novo por 5 minutos exibem hiperalgesia como avalipdr choque elétrico na cauda.
Segundo os autores, durante exposi¢cdo ao ambienbeos animais também exibiram sinais
comportamentais tipicos refletindo estresse ao emtdi isto €, exploragdo, levantamento,
auto-limpeza e defecacéo.

Por outro lado, o estresse desencadeado pela e&kpa@® LCEa concomitante
ao teste nociceptivo (formalina) pode ter sido d@omintensidade (devido a presenca do
estimulo nociceptivo combinado com o estimulo averdos espacos abertos), provocando
antinocicepcéo, sobretudo em decorréncia da siuaggscapave do teste. Neste sentido,
Maier et al. (1983) tém demonstrado que o grau afgralabilidade da situacdo aversiva

influencia o perfil da resposta nociceptiva. Pagraglo, ratos submetidos a choques nocivos
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inescapaveis exibem analgesia de longa duraca@masso que ratos recebendo quantias
idénticas de choques, mas que sdo habeis paradagastimulo aversivo, ndo mostram
antinocicepcao.

Todavia, se a antinocicepc¢ao no LCEa esta relag@orasituacéo inescapavel,

0 mesmo deveria ter ocorrido nos animais expostosGEf, pois a situacdo também se
mostra inescapével. Entretanto, nossos resultados apontaram para esta direcdo. Ao
contrario, o estresse fisico causado pela injeedorthalina na pata pode ter se sobreposto ao
desencadeado pela novidade ambiental (exposicad CGief), inibindo a a resposta
hiperalgésica ou antinociceptiva decorrente da gpe@o do ambiente potencialmente
aversivo. Todavia, quando ha a influéncia de edtisnde estresse intenso em conjunto, como
por exemplo no LCEa (onde ha o estimulo nociceptem a injecdo de formalina e o
estimulo aversivo com a presenca de espacos almrmtasma situacdo inescapavel), uma
antinocicepcao significativa ocorre. E possivel gagresenca do teste de formalina o que se
torna importante € o estimulo ambiental, pois rsgmca de um estresse adicional (espagos
abertos) ocorre a antinocicepcdo. Nesse sentidigl \& Jacob (1982) argumentam que a
significancia bioldgica de eventos ambientais psdeum fator critico para a ativacdo do
sistema modulatério de dor. Isto se torna relevgntsndo se compara a natureza dos fatores
ambientais que induzem analgesia com aqueles quauzem hiperalgesia. Os presentes
resultados corroboram esta hipotese, visto que asisubmetidos ao teste de formalina e
expostos ao LCEa apresentam antinocicepcao sigtivdc quando comparados a ratos
submetidos a0 mesmo teste nociceptivo e expostb€Bb Entretanto, tal diferenca entre os
grupos nao ocorre quando os animais sédo expossagaoatos, sem nenhum estimulo nocivo
durante exposicao, e, testados no teste de placdaqumediatamente apds exposicao.

Segundo Lovick (2008), os fatores que determinaransesujeito respondera
ao estresse com hiper ou hipoalgesia ainda ndo ekfos. A valéncia de mudancas ao
estresse evocadas na responsividade sensoriabpsgecelacionada, a0 menos em parte, a
intensidade e ou a aversividade do estimulo estrefinda, tal autora argumenta que ha
diferencas consideraveis entre individuos, sugeroge o estado emocional poderia ser um
fator importante.

Outro ponto que merece destaque no experimentatavitp na exposicao
quanto na reexposicao, esta relacionado ao fagudendo houve diferenca significativa na
laténcia de lambida na pata entre ratos machosnea® Ha trabalhos na literatura que
relatam diferencas de sexo na percepc¢ao da dorl(R@N et al., 2000; VENDRUSCOLO
et al.,, 2004; HURLEY et al., 2008). Por exemploeik et al. (2008) demonstraram que
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ratos fémeas mostram maior resposta de lambidaaiagio da pata frente a um estimulo
nociceptivo de calor quando comparados a ratos esaéintretanto, os resultados do presente
estudo ndo corroboram tais achados, pois ratosaracfémeas expostos ao LCEf ou LCEa
nao demonstraram diferenca na laténcia de lamlzdzata quando testados no teste de placa

quente.

Experimento VII

A Figura 14A mostra que ratos previamente tratagos DMSO ou AM 251,
antagonista de receptor ¢Bsubmetidos ao teste de formalina ndo diferemenopd de
lambidas na pata durante a primeira fase do testerdhalina. Na segunda fase do teste de
formalina (Figura 14B), quando os animais foramostps aos LCEf ou LCEa, observa-se
que a exposicdo ao LCEa atenuou a resposta nacegando comparado aos ratos
expostos ao LCEf. Esse resultado mostra que rafmssts ao LCEa exibem antinocicepgao
como ja demonstrado em experimentos anteriores [EDRD; NUNES-DE-SOUZA,
2009). E importante ressaltar que o presente esRulfoi reproduzido em laborato6rio
diferente do relatado por Cornélio e Nunes-de-S¢R@a9), mostrando que o fendbmeno da
antinocicepcéo induzida pela exposi¢do ao LCEasistnte.

O tratamento com 0 antagonista de receptor IE® reverteu a antinocicepgéo
eliciada por este aparelho. Dentro deste conterto, sido mostrado que o bloqueio do
receptor canabinoide GBpelo antagonista SR 141716A, produz hiperalgesigue tal
antagonista também reverte a analgesia produzidasfiulacao elétrica da matéria cinzenta
periaquedutal dorsal (MCPd, WALKER; HUANG, 2002)s @sultados do presente estudo
nao corroboram estudos anteriores demonstrandpel gas receptores canabinoides, GB
modulacao da dor. No entanto, nossos resultadodesartam a participacao dos receptores
canabinoides CB Neste sentido, Ibrahim et al. (2006) tém demaxdstrque 0 agonista
canabindide CB AM1241, inibiu nocicep¢ao térmica em camundongas-geneticamente
modificados para o receptor gBnas néo produziu efeito em camundongos genetidame
modificados para esse tipo de receptor. Ainda nestedo, os autores mostraram que 0
agonista WIN 55,212, menos seletivo para o rece@Bg, produziu antinocicepcéo
equivalente em camundongos nao geneticamente el e naqueles geneticamente
modificados para receptores {Benquanto seu efeito antinociceptivo foi reduzieio
camundongos geneticamente modificados para reespt@B, quando comparados a

camundongos ndo geneticamente modificados parecigbtor.
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Ainda, no que diz respeito a canabinoides, Yamanatt@l. (2008) tém
mostrado que a administragdo intratecal de JW133, agonista seletivo de receptor
canabinoide CB reverteu a alodinia induzida por ligacdo mecapaecial de nervo ciatico
em camundongos. Tais autores também demonstrarama cadministracdo sistémica de
JW133 néo foi efetiva e que tal farmaco ndo pradef®ito em camundongos nocaute. Tais
evidéncias encorajam a investigacdo do papel dmpteres canabindides do tipo £Ba
antinocicepcéao induzida por exposicao de ratoalsiamto todo aberto.

Tendo em vista as caracteristicas aversivas de testLCEa e dado que os
compostos anti-aversivos que agem no complexo GABAAzodiazepinico e receptor
5HT1A (CANTO-DE- SOUZA et al, 1997; NUNES-DE-SOUZ& al., 2000; SIEGFRIED;
NUNES-DE-SOUZA, 1989; SIEGFRIED et al., 1990; HAFSRIL996; CANTO-DE-SOUZA
et al., 1998) também alteram muitos tipos de asagambientalmente induzida, faz-se
também relevante realizar estudos sobre o papdhidemecanismos na modulagdo da

antinocicepgéo induzida pelo LCEa.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo evidenciaram que:

 FEtapal

— O sistema opiodide parece ndo estar envolvido naulagé@io da antinocicepcéo
induzida pelo LCEa,;

 FEtapalll:

— Os receptores cabindides CB1 parecem nédo participarmodulacdo da
antinocicepcéo induzida pelo LCEa.

- A antinocicepcao induzida pela exposicdo ao LCEa pérdura apds a
remocédo do animal do ambiente aversivo. Ao comtrariresposta ao estimulo

nociceptivo se caracteriza por hipernocicepcéoe Bssnento da nocicepgéo
nao sofre influéncia de fatores relacionados ao.sex
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CORNELIO, A. M. AND NUNES-DE-SOUZA, R. L. Open elevated plus maze-induced antinociception in rats: A
non-opioid type of pain inhibition? PHYSIOL BEHAV 00 (0) 000-000, 2008. This study investigated whether
antinociception induced by exposure to an open elevated plus-maze (0EPM: four open arms) (i) shows cross-
tolerance to morphine (Exp. 1 and 2), (ii} is attenuated by repeated exposure to the oEPM (Exp. 3), (iii) is
blocked by systemic treatment with naltrexone (Exp. 4), and (iv) is affected by adrenalectomy (Exp. 5) in rats.
Animals were daily treated with morphine (M, 5 mg/kg, i.p.) or distilled water (DW) for 5 consecutive days
(antinociceptive tolerance assessed by tail-flick test). Then, rats received formalin 2.5% injection (50 ul) into

Keywords:
Open elevated plus-maze
Antinociception

Naltrexone the right hind paw followed by M or DW injection and 25 min later, time spent licking the injected paw was
Adrenalectomy recorded for 10 min (Exp. 1). Similar procedure was followed in Experiment 2, except that licking response
Tail-flick test was recorded during exposure to an oEPM or enclosed EPM (eEPM: four enclosed arms) in undrugged rats.

Formalin test Experiment 3 evaluated nociception in rats submitted to 1, 2, 3, 4 or 6 exposures to either eEPM or oEPM
(formalin was injected only during the last exposure). Experiment 4 investigated the effects of naltrexone
(2.5 mg/kg; s.c.) on nociception during eEPM or oEPM exposure. Nociception was also assessed during eEPM
or oEPM expaosure in sham and adrenalectomized rats (Exp. 5). The results shown that oEPM-induced

antinociception (i) did not display cross-tolerance to morphine, (ii) was unchanged by at least 6 maze re-

exposures, (iii) failed to be reversed by naltrexone, and (iv) was not prevented by adrenalectomy.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Animals exposed to innate or learned threatening situations
usually display defensive behaviors (e.g., fight, flight, freezing,
vocalization), and neurovegetative (e.g., tachycardia, hypertension,
defecation) responses characterized as a fear reaction [1]. Commonly,
these responses are accompanied by antinociception [2,3].

Several studies have shown that the antinociceptive system can be
activated by a variety of environmental threatening stimuli [4-7]. For
example, it has been shown that rats exposed to the presence of a cat
display antinociceptive response as assessed by tail flick test [8] and
formalin test [9]. This response is blocked by pretreatment with the
opiate receptor antagonist naltrexone [8,9]. Involvement of opioid
mechanisms has also been reported in antinociception induced by
social conflict. It has been shown that defeated mice display opioid-
like antinociception which was both blocked by the opiate receptor
antagonist naloxone [10,11] and cross-tolerant to morphine [10].
However, non-opioid antinociception has also been reported in

* Corresponding author, Lab, Farmacologia, Faculdade de Giéncias Farmacéuticas -
UNESP, Rod. Araraguara-Jad, km 01, 14801-502, Araraquara, SP, Brazil. Tel: 455 16 3301
6983; fax: +55 16 3301 6980,

E-mail address: souzarn@fcfarunesp.br (R.L Nunes-de-Souza).

0031-9384/% - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10,1016fjphysbeh.2008.11.007

defeated mice [12-15] depending on whether intruder mice are
exposed to a mild (non-opioid) or a prolonged (opioid) social stress
[16]. There is evidence suggesting that mechanisms underlying
defeat-induced non-opioid antinociception involves benzodiazepine
receptors [17], 5HT 4 receptors [15,13] as well as 5HTs receptors [14].

According to Bolles and Fanselow [18] fear and pain are
independent and competing metivational systems implicated in
different biological functions. Fear, produced by stimuli associated
with painful events, results in defensive behavior and in pain
inhibition. In this context, the search for animal models to evaluate
the influence of emotionality on nociception has resulted in the use of
the elevated plus-maze (EPM) test | 19-21]. The EPM [22] or elevated X
maze [23] was originally validated to study anxiety-like behavior in
rats and subsequently in mice [24,25]. This test is based on the natural
aversion of rodents to open spaces and has been used to study anxiety
and its modulation by drug treatment. Rodgers and colleagues were
the first to show that mice display not only defensive behavioral
reactions but also antinociception (as assessed by the tail-flick test)
when exposed to the EPM [19,26,27]. In addition, they reported that
this form of pain inhibition was not blocked by the opiate receptor
antagonist naltrexone and did not show cross-tolerance to morphine
[19], but it is attenuated by anxiolytic drugs such as diazepam and
buspirone [26,27].
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Central mediation of EPM-induced antinociception has been
reported using intra-amygdaloid microinjections of midazolam [28].
This benzodiazepine receptor full agonist induced an anxiolytic-like
effect in a standard EPM test (SEPM: two enclosed arms and two open
arms) and completely blocked the antinociceptive response induced
by the open arm confinement [28]. However, as argued by Nunes-de-
Souza et al [28] the emotional state elicited during open arm
confinement may engage different mechanisms than those recruited
during exposure to the standard EPM, making it difficult to precisely
define the relationship between anxiety and antinociception.

Mendes-Gomes and Nunes-de-Souza [29] have investigated whether
the opportunity to avoid or escape from the aversive open arms
differentially alters the magnitude of the antinociceptive response to
EPM exposure. These authors showed that mice exposed to the standard
elevated plus-maze did not show modification of the nociception
behaviors while mice exposed to the open elevated plus-maze (0EPM:
four open arms) displayed antinociception of high magnitude (as
evaluated by the formalin test). These findings suggest that EPM-induced
antinociception is based on the degree of the test aversion. In other words,
the emotional state elicited by oEPM exposure appears to be similar to the
immediate danger condition due to the test characteristics.

It is important to consider that exposure to the hostile situations
(usually referred to as stressors) induce a series of coordinated
responses (referred to as “stress responses”) composed of behavioral
alterations, autonomic activation and the secretion of hormones such
as adrenocorticotropin hormone (ACTH) and cortisol/corticosterone
[30,31]. It has been demonstrated that corticosterone modulates
nociception and anxiety/fear. For example, increase of plasma
corticosterone levels correlate with an increase in pain sensitivity
thresholds in rats exposed to electrical stimulation on the tail [32,33].
This hormone also induces an increase in frequency of protected and
total stretched attend posture (SAP) in the EPM [34]. In contrast, the
frequency of SAP is decreased by metyrapone, an glucocorticoid
synthesis blocker [34], and midazolam treatment [35] in rats exposed
to the standard EPM. Another endogenous anxiolytic adrenal steroid,
alpha-THDOC, also attenuates non-opioid stress-induced analgesia
[36].

Although oEPM exposure elicits a high magnitude antinociception
[29] the mechanisms underlying this type of pain inhibition has not
been investigated. The present study attempted to investigate whether
oEPM-induced antinociception (i) shows cross-tolerance to morphine
(i) is attenuated to repeated exposures to the oEPM (iii) is blocked by
naltrexone and (iv) is affected by removal of the adrenal glands.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Adult male Wistar rats weighting 230-280 g (Sio Paulo State
University/UNESF, SP, Brazil), housed in groups of 3-4 in Plexiglas
cages (32x40x16 cm) were maintained under a normal 12-h light
cycle (lights on: 7:00 h) in a temperature (23+1 °C) and humidity (55+
5%) controlled environment. Food and drinking water were freely
available except during the brief test periods. Naive rats were used in
each experiment. All experiments were carried out between 9:00 and
17:00 h under red light conditions.

The experimental protocols were conducted according to the ethical
principles of the Brazilian College of Animal’s Experimentation (COBEA)
(protocol CEP/FCF/Car. Number 15/2005), based on the US National
Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

2.2. Drugs
Morphine sulfate (Dimorf®, Cristilia, Brazil) was dissolved in

distilled water. Naltrexone hydrochloride (Endo™ Laboratories Inc.,
Garden City, USA) was dissolved in physiological saline. The doses of

morphine (5 mg/kg, i.p.) and naltrexone (2.5 mg/kg, s.c.) were based
on previous [10,37-39] and pilot studies.

2.3. Apparatus

2.3.1. Arena

The arena consisted of a white propylene box (40x= 48 x30 cm). This
apparatus was used in Experiment 1 to record time spent licking
injected paw during the second phase of the formalin test.

2.3.2. Tail-flick test

In Experiments 1 and 2, morphine antinociception was assessed
daily using the tail-flick test as previously described [40]. To measure
tail-flick latency (TFL), each rat was gently restrained and the light
source was focused on a point along the bottom of the tail 3-4 cm
proximal to the tip. A deflection of the tail activated a photocell
mounted above it and terminated test. The light intensity was
adjusted to 90 pA to obtain baselines from 2.0-3.0 s. Selection of the
light intensity was based on pilot studies and it was kept constant
throughout the experiment A cut-off time of 5 5 was used in
nonreactive animals. Tail-flick latencies were recorded 0 and 10 min
before and 20 min after pharmacological treatment. Three animals did
not show morphine tolerance at the end of 6 days of treatment (i.e.,
they presented tail-flick latencies similar to the cut-off time=5s) and
were excluded from the study. Each TFL was normalized by calculating
an index of analgesia (IA):

(testTFL)—(average baseline TFL)

W= 5-(average baseline TFL)

2.3.3. Formalin test

Nociception was assessed using the formalin test as previously
described [41]. This test has two phases, the first phase begins
immediately after formalin injection and lasts approximately 5 min. It
results from the direct stimulation of nociceptors. The second phase
begins approximately 20 min after formalin injection and reaches a
pick around 30 min, then starts to decay. This phase lasts
approximately 20-30 min and inveolves a period of sensitization
during which inflammatory phenomena occur [42 ]. Rats were injected
with 50 pl of formalin (formaldehyde 2.5%) into the plantar surface of
the right hind paw and individually placed in a glass holding cage
(30%20%25 c¢m) to record the first phase of the formalin test (initial
5 min). Twenty-five minutes after formalin injection, animals were
placed in the arena (Experiment 1), eEPM or oEPM (Experiments 2, 3,
4, 5) for 10 min (Second phase; 25-35 min after formalin injection)
and the time (in seconds) spent licking the injected paw was recorded.

2.34. Enclosed and open elevated plus maze

The enclosed elevated plus maze (eEPM) is a medification of the
standard elevated plus maze described by Pellow et al. [22]. It consists
of four enclosed arms (50x 10 x40 cm) connected to a common central
platform (10x 10 cm). The apparatus was constructed from gray acrylic
(floor) and transparent acrylic (clear walls) elevated 50 cm above floor
level. Conversely, the open elevated plus maze (oEPM) consists of four
open arms surrounded by an acrylic 0.5 cm edge.

2.4. Procedure

In all experiments, animals were transported to the experimental
room and left undisturbed for at least 1 h to adapt to the laboratory
conditions before testing,

2.4.1. Experiment 1: Morphine tolerance
Two groups of rats (n=45) received i.p. injection of distilled water
(DW) or morphine (M; 5 mg/kg) daily for 5 days. Changes in nociception
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produced by tolerance was assessed by the tail-flick test (see Section
2.3.2. Tail-flick test). Twenty-four hours after last morphine injection,
rats were injected with formalin and the first phase of the nociception
test was recorded. Five minutes after formalin injection (i.e., immedi-
ately after the first phase of formalin test), both DW and M groups were
divided into two additional groups and once more injected with DW
or M. Thus a total of four groups were tested, namely: DW+DW; DW+M;
M+DW; M+M (n=9-14/group). Twenty minutes after DW or M injection,
animals were individually exposed to the arena for recording of the
second phase of the formalin test.

24.2. Experiment 2: Evaluation of cross-tolerance between morphine
and oEPM-induced antinociception

An additional 42 rats were rendered tolerant to morphine as
described in Exp.. Twenty-four hours after the last morphine
injection, rats were injected with formalin solution and 25 min later
they were individually exposed to the oEPM or eEPM. Time spent
licking the injected paw was recorded for 10 min (second phase of
formalin test). The four groups were tested: DW + eEPM; DW + oEPM;
M +eEPM; M + oEPM (n=10-11/group).

24.3. Experiment 3: Influence of repeated oEPM exposures on nociception

Eighty-two rats were exposed to the eEPM or oEPM for one, two,
three, four or six days for 10-min intervals each day (n=7-10/group).
Twenty-five minutes before the last maze exposure, each rat was
injected with formalin as described above and then individually
exposed to the same maze and time spent licking the injected paw
was recorded for 10 min.

2.4.4. Experiment 4: Effects of naltrexone on oEPM-induced antinociception

Thirty rats were treated with naltrexone (2.5 mg/kg, s.c.) or saline
and 15 min later were injected with formalin as described above.
Twenty-five minutes after formalin injection animals were exposed to
the oEPM or eEPM (n=6-9/group).

24.5. Experiment 5: Influence of adrenalectomy on oEPM-induced
antinociception

24.5.1. Surgery (Adrenalectomy, ADX). Thirty-three rats were anes-
thetized with ketamine (80 mg/kg) and xilazine (7 mg/kg) i.p. and
both adrenal glands were removed through single dorsal midline
incision in skin at the level of the kidneys. Sham surgery consisted of
single dorsal midline incision where the adrenal glands were located
but not removed. All rats (adrenalectomized and sham) were
maintained with both water and 0.9% NaCl drinking solution as well
food ad libitum.

Five to seven days after the adrenalectomy or sham procedure,
each rat was injected with formalin as described above. Twenty-five
minutes after formalin injection animals were exposed to the oEPM or
eEPM (n=8-9/group) and time spent licking the injected paw was
recorded for 10 min.

2.5, Behavioural analysis

Videotapes were scored by a highly trained observer using an
ethological analysis package developed by Dr. Morato’s group at
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP
(personal communication). The time spent licking the formalin-
injected paw was recorded.

2.6. Statistics

All results were initially analyzed using Levene's test for homo-
geneity of variance. When appropriate, the data were transformed to
log, square root or cube root before being submitted to one or two-
way analysis of variance (ANOVA). In those cases where data

transformation did not reveal homogeneity of variance, data were
analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA followed by
Dunn's multiple comparisons test. A summary of the statistics
employed for each experiment is described below.

Data from the analgesia index (Experiments 1 and 2) were
analyzed by two-way repeated measures ANOVA (factor 1; treatment;
factor 2: repeated measures for days). When F values were significant,
data were further analyzed by planned comparison for contrasts
between averages (treatment factor) or by Newman Keuls multiple
comparisons test.

Data from first phase of formalin test (Experiments 1,2, 4 and 5)
were analyzed using a t-test for independent samples (Experiments 1,
2, 4 independent factor: treatment; Experiment 5: independent
factor: sham vs adrenalectomy). A two-way ANOVA was used to
analyze the first phase of the nociceptive test in Experiment 3 (factor
1: type of maze; factor 2: number of maze exposures).

Data from the Experiment 1 (second phase of formalin test) were
submitted to Kruskall Wallis one-way ANOVA on ranks (independent
factor: treatment) followed by Dunn's multiple comparison test. In all
other cases, the two-way ANOVA was used. Where F values were
significant, data were further analyzed using the Newman-Keuls
multiple comparisons test. In all cases, a P value<0.05 was considered
significant.

3. Results

Two-way ANOVAs were initially used to assess within-group and
between-group differences on baseline latencies of DW and morphine
treated animals in Experiments 1and 2 (data not shown ). In Experiment
1, ANOVA followed by Newman-Keuls test revealed that Day 1 baseline
TFL was higher than Days 2, 3, 4 and 5 baseline TFL (F4,172)=4.14,
p=0.05). ANOVA did not reveal significant differences for treatment
factor ([ 143)=033, p>0.05) and treatment = time factor (F{4,172)=1.07,
p=0.05).In Experiment 2, ANOVA did not reveal any effect for treatment
factor (F(1,40)=0.21, p>0.05), time factor (F4,160=0.67, p>0.05) and
treatment * time factor (F4,160=1.08, p>0.05).

3.1. Experiment 1: Morphine tolerance
Fig. 1 shows the analgesia index (Al) assessed by the tail flick testin

rats treated with DW or M. Two-way repeated measures ANOVA
revealed significance for treatment factor (F 1, 43)=83.69, p<0.01),
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Fig. 1. Analgesia index assessed with the tail-flick test in rats treated with morphine (O]
or distilled water (@) once a day for 5 consecutive days. Tail-flick latencies were
measured 20 min after drug treatment. Points represent means (+ SEM) {n=19-26; see
text for details). *p<0.05 vs distilled water, *p<0.05 vs morphine given in day 1
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time factor (F(4,172)=6.57, p<0.01) and treatmentxtime interaction A, First phase
(F4,172)=10.84, p<0.01). Between-group comparisons revealed that #
the morphine treated group exhibited a higher Al than the DW group
on all five days of the test (p<0.05). Within-group comparisons =
revealed that Al was lower on the 3rd, 4th and 5th days when ‘;,' 60
compared to the 1st day following morphine injection. Al for DW- E
treated group did not change significantly along the five days of the =
experiment [F4,72)=2.39, p>0.05]. 5 a0
Fig. 2 shows the effects of morphine injected after the first phase of =
the formalin test on time spent licking the injected paw in morphine 2
tolerant and non-tolerant rats. Nociception was recorded during the fu"
first phase (A) and second phase (B) of the formalin test. In the first E 20
phase, morphine tolerant rats spent significantly more time licking =
the injected paw than the DW-treated group [t(43)=-4.04; p<0.01].
KrusKal-Wallis ANOVA followed by Dunn's test revealed that time o
spent licking the injected paw during the second phase was oW M
significantly lower for morphine non-tolerant rats (DW/M) than
DW/DW, M/DW and M/M treated groups (x%s41,=13.8, p<0.05). B Second phase
Animals rendered tolerant to the analgesic effect of morphine - ;
(assessed by the tail-flick test) did not differ in the time spent licking . cEFM
the injected paw when compared to the distilled water group (i.e., ?120 OEPM |
M/M x DW/DW). =
2100
]
= 80
) 5
A First phase -5 0
80 - o
® T
- E
2 & 20 4
E 60 "
= DwW m
.Z 40 Treatments
§' Fig. 3. Time {in seconds) spent licking the paw during the first phase (A, n=21) and
@ second phase (B, n=10-11) of the formalin test in rats treated with distilled water (DW)
E 20 4 or morphine (M) daily for 5 consecutive days. Only the second phase of the nociceptive
= test was recorded during eEPM or oEPM exposure (see text for details). Columns
represent means {+ SEM), ”pf'U 01 vs DW., *p<0.01 vs DW/eEPM, M/eEPM, M/oEPM.
0 4
ow L 3.2, Experiment 2: Cross-tolerance between morphine and oEPM-
B Secand phase induced antinociception
m Fig. 3 shows the time spent licking the paw during first phase (A)
and second phase (B) of the formalin test in morphine tolerant and
v 100 non-tolerant rats. On the first phase, t-test for independent samples
= revealed that morphine tolerant rats spent significantly more time
-_,E, 80 licking their paw than non-tolerant rats [t{40)=-2.72, p<0.05].
£ During the second phase (Fig. 3B) of the formalin test, the two-way
S &0- ANOVA revealed significance for treatment factor (F1,38)=9.36, p<0.01),
=3 type of plus-maze factor (F138)=15.54, p<0.01) and treatment versus
:%’. % type of plus-maze interaction (F1,38)=4.34, p<0.05). Post hoc analysis
® showed that animals that had been treated with distilled water and were
E exposed to the oEPM (non-tolerant group) spent significantly less time
20 licking the injected paw than rats in the eEPM group. Significant
" differences were also revealed when the DW/oEPM group was compared
0 to the M/eEPM and M/oEPM groups. Finally, time spent licking the paw
DW/DW DWiM M/DW MM exhibited by morphine tolerant and oEPM-exposed group was not
Treatments significantly different when compared to M/eEPM or DW/eEPM groups.

Fig. 2. (A) Time {in seconds) spent licking the paw during the first phase of the formalin
test in rats treated with distilled water {DW) or morphine {M) daily for 5 consecutive
days (n=19-26). (B) Five minutes after the first phase of the formalin test, animals were
treated with DW or M and 20 min later, time spent licking the paw was recorded for
10 min {second phase of formalin test, n=9-14; see text for details). Columns represent
means (+ SEM). *p<0.01 vs DW. *p<0.05 vs DW/DW, M/DW, M/M,

3.3. Experiment 3: Influence of repeated oEPM exposures on oEPM-
induced antinociception

Fig. 4 illustrates the time spent licking the right hind paw during
the first phase (A) and second phase (B) of the formalin test. On the
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During the second phase of the formalin test, in which the animals
were exposed to eEPM or oEPM, two-way ANOVA revealed a significant
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Fig. 4. Time {in seconds) spent licking the paw during the first phase (A) and second
phase (B) of the formalin test in rats exposed 1, 2, 3, 4 or 6 times to the eEPM or oEPM.

Note: animals were exposed to the eEPM or oEPM only during the second phase of

nociception test (see text for details). Columns represent means (+ SEM) (n=7-10).

first phase, two-way ANOVA did not revealed significant differences
for type of maze factor (R 1,72)=0.08, p=0.78), prior maze experience
factor (F(4,72)=0.36, p=0.84) or type of maze x prior maze experience
interaction (F(4,72)=0.32, p=0.86).

On the second phase of the formalin test, a two-way ANOVA
revealed a significant difference for type of maze factor (F1,72)=45.81,
p<0.01) but no significant effect for the prior maze experience factor
(F(4,72)=1.22, p=031) or type of maze x prior maze experience
interaction (F(4,72)=0.32, p=0.86).

34. Experiment 4: Effects of naltrexone on oEPM-induced antinociception
Rats treated with naltrexone spent significantly less time licking

the paw [t(28)=3.92; p<0.01] than those treated with saline during
the first phase of the formalin test (Fig. 5, A).

difference for the type of plus-maze factor [F{1,26)=32.43, p<0.01], but
no significant effect for the treatment factor (F(1,26)=0.91, p=0.35) or
type of plus-maze x treatment interaction (F1,26)=0.29, p=0.6; see
Fig. 5, B).

3.5. Experiment 5: Influence of adrenalectomy on oEPM-induced
antinociception

The effects of ADX on nociceptive response recorded before and
during eEPM or oEPM exposure are shown in Fig. 6 (A and B).
Independent t-test did not reveal significant differences between
sham and ADX groups on the time spent licking the paw [t(31)=1.31;
p=0.20] in the first phase of the formalin test (Fig. 6, A).

During the second phase of formalin test, two-way ANOVA did not
reveal significant differences for surgery type [F(1,29=1.78, p=0.19], but
showed significant differences for the type of plus-maze [[[1,29)=9.65,
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Fig. 5. Time (in seconds) spent licking the paw during the first phase (A, n=15) and
second phase (B, n=6-9) of the formalin test in rats treated with saline or naltrexone
and exposed to the eEPM or oEPM. Note: animals were exposed to the eEPM or oEPM
only during the second phase of nociception test (see text for details). Columns
represent means {+ SEM ). *p<0.01 vs Saline.
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Fig. 6. Time (in seconds) spent licking the paw during the first phase (A, n=16-17) and
second phase (B, n=8-9) of the formalin test in adrenalectomized (ADX) or sham rats
exposed to the eEPM or oEPM. Note: animals were exposed to the eEPM or oEPM only
during the second phase of nociception test (see text for details). Columns represent
means (+ SEM). *p<0.05 vs Sham/eEPM.

p<0.01] as well as for the type of plus-maze x surgery type interaction
[F(1,29)=513, p<0.05]. Post hoc comparisons confirmed that the
antinociceptive response induced by oEPM exposure was not altered
by ADX. However, ADX reduced the time spent licking the paw in eEPM
exposed group (Fig. 6, B) when compared to Sham-operated eEPM
exposed animals.

4. Discussion

The main results of the present study demonstrate that rats
exposed to the oEPM shows a high magnitude antinociception which
is resistant to at least six daily exposures to the aversive situation (i.e.,
the oEPM). oEPM-exposed morphine-tolerant rats were more reactive
to the formalin test than oEPM-exposed non-tolerant rats, suggesting
this type of pain inhibition shows some degree of cross-tolerance to
morphine. However, systemic administration of naltrexone prior to
oEPM exposure did not antagonize this type of pain inhibition, sug-

gesting that opiate mechanisms are not involved in the modulation
oEPM-induced antinociception. Furthermore, adrenalectomy failed to
alter the antinociceptive response assessed during oEPM exposure,
suggesting that oEPM-induced antinociception is not mediated by
plasma corticosterone.

Therelationship between morphine tolerance and hyperalgesia has
been demonstrated in several studies [43-45]. According to the results
of Exp. 1, a single dose of morphine (5.0 mg/kg) given daily for 5 days
rendered rats tolerant to the analgesic effect of this opioid agonist, as
assessed by the tail-flick test. Importantly, ANOVA did not reveal any
increase in baseline TFL throughout Experiments 1 and 2 (data not
shown ). On the contrary, baseline TFL decreased slowly from Day 1 to
Day 5 (Exp. 1) or remained unchanged throughout the study (Exp. 2),
indicating that the reduction in analgesia index observed in days 3,4
and 5 in morphine treated animals (see Fig. 1) was specificallydue toa
decrease of morphine effects on TFL. The lack of analgesic effect of
morphine in rats submitted to the formalin test (Exp. 1) confirmed the
tolerance to this opioid receptor agonist. In fact, morphine tolerant rats
exhibited higher nociceptive response during the first phase of the
formalin test when compared to non-tolerant rats. This phenomenon
is known as hyperalgesia or hypernociception [45-47]. It is possible
that this hyper-reactive response to formalin is related to morphine
withdrawal symptoms, since the opioid agonist was administered 24 h
before the nociceptive test. For instance, Dong et al. [48] have
emphasized that withdrawal syndrome is severe 18 h after the last
morphine injection. They further reported that morphine withdrawal
caused hyperalgesia, as indicated by a reduction in tail flick latencies,
and induced analgesic tolerance to acute morphine. In this context,
many studies have reported that tolerance to opiates is accompanied
by hyperalgesia [e.g., 43-4547]. Moreover, hyperalgesia was evi-
denced only during the first phase of the formalin test. No significant
differences on time spent licking the injected paw were observed
during the second phase of the nociception test among DW/DW and
M/DW ar M/M groups, whereas a marked reduction of licking time was
observed in non-tolerant morphine-treated rats (see Fig. 2, B).

The results of Exp. 2 indicate that the tolerance to the analgesic
effects of morphine attenuates the antinociception induced by oEPM
exposure, suggesting that this form of pain inhibition may be opioid
mediated. However, some caution needs to be taken when interpreting
this result. Firstly, similarly to the results described for Exp. 1, morphine
tolerant animals also exhibited hyperalgesia during the first phase of the
formalin test when nociception was assessed 24 h after the last dose of
morphine (see Fig. 3, A) in Exp. 2. Secondly, morphine injected
immediately after the first phase of formalin test (ie, 5 min after
formalin injection) failed to provoke antinociception assessed during
the second phase of the nociception testin tolerant animals. Indeed, both
M/DW and M/M groups exhibited a tendency for enhancement (instead
of decrease ) of nociceptive response when compared to DW/DW group
(see Fig. 2, B), suggesting that morphine tolerant animals were maore
reactive to the painful stimulus than non tolerantrats, Although asimilar
result would be expected for the morphine-tolerant eEPM-exposed
group (see Fig. 3, B), itis likely that the lack of hyperalgesia in this group
is due to a ceiling nociceptive response to formalin, e, this irritant
solution is not able to induce paw licking beyond approximately 120 s in
a 10-min test. Corroborating this assumption are findings reported by
Mendes-Gomes and Nunes-de-Souza [29] who have demonstrated a
similar nociceptive profile in mice that received formalin injection and
were exposed to the eEPM. Thus, it is likely that the enhancement of the
time spent licking the injected paw observed for oEPM exposed rats is
also a hyperalgesic response to formalin rather than cross-tolerance
with morphine treatment. However, further studies need to address
more details regarding the involvement of opioid mechanisms on oEPM-
induced antinociception.

It has been demonstrated that antinociception induced by
successive aggressive encounters is extinguished after daily encoun-
ters in mice. Such absence of antinociceptive response is insensitive to
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an analgesic dose of morphine, indicating a cross-tolerance phenom-
enon [10]. Based on these findings, Exp. 3 investigated the influence of
repeated exposures to the oEPM on nociceptive response in rats. As
shown in Fig. 4 B, two, three, four or six daily reexposures to the oEPM
did not change the antinociceptive response when compared to a
single exposure to the apparatus. In other words, this kind of
antinociception remained unchanged for at least a one week period.
These results strengthen the hypothesis that the mechanisms under-
lying oEPM-induced antinociception do not depend on endogenous
opioid activation.

One of the most common pharmacological tools used to investigate
the involvement of opioid mechanisms in some types of antinociception
induced by environmental stimuli involves showing its reversal with
opioid receptor antagonists. In this context, Exp. 4 demonstrated that
pretreatment with naltrexone, an opioid receptor antagonist that blocks
the three well-known opioid receptors types [49], did not block oEPM-
induced antinociception, emphasizing that this type of antinociception
is mediated by non-opioid mechanisms. The lack of effect of opioid
antagonists on standard EPM- or open arm confinement-induced
antinociception has been previously demonstrated [19,28]. In addition,
in the present study, naltrexone produced antinociception during the
first phase of the formalin test (see Fig. 5,A). Although opioid antagonists
are widely used to block the antinociceptive effect of opioid receptor
activation, there is evidence demonstrating they also produce anti-
nociception in different nociceptive tests [e.g., 37,50,51]. Despite the
antinociceptive effect of naltrexone observed during the first phase of
formalin test, it is unlikely that the lack of effect to block oEPM-induced
antinociception is related to an intrinsic effect of naltrexone on
nociception, since it did not change time spent licking the paw during
the second phase of the formalin test in eEPM-exposed rats.

As a typical stressor, the formalin injection associated with the
exposure to the oEPM might induce hypothalamus-pituitary-adrenal
activation leading to increases in ACTH and plasma corticosterone
levels which in turn could enhance fear-like behavior [e.g. 52,53].
Thus, Exp. 5 investigated whether surgical removal of adrenal glands
would prevent oEPM-induced antinociception. Adrenalectomy did
not lead to any change in nociceptive response assessed during the
first phase of the formalin test when compared with sham-operated
rats. Yet, adrenal removal did not antagonize oEPM-induced
antinociception. However, intriguingly, eEPM ADX rats spent less
time licking the injected paw than sham-operated rats, suggesting an
antinociceptive effect. However, it remains undetermined how ADX
induces antinociception. According to Vissers et al. [54] ADX increase
plasmatic f-endorphin and ACTH levels. Thus, considering that the
pro-opiomelanocortin (POMC) is the ACTH pro-hormone as well as
the precursor of 3-endorphin, it is likely that any increase in plasma
ACTH levels could be accompanied by increases in [*-endorphin
levels and consequently in antinociception via its action at central
opioid receptors. Despite attractive, this interpretation does not
explain why adrenalectomized rats did not exhibit antinociception
during first phase of formalin test. Possibly antinociception occurred
only during the second phase because animals were moved to a place
where they never had been before (i.e., the eEPM or oEPM). In this
context, it has been demonstrated that stressors such as a novel
environment can provoke pain inhibition in rodents [40,55]. In the
present study, eEPM exposure did not produce antinociception per
se, but reduced nociceptive response in ADX rats.

In conclusion, the present study demonstrated that rats exposed to
oEPM displayed antinociception of high magnitude, This type of pain
inhibition does not suffer cross-tolerance to morphine and is not
blocked by naltrexone or prevented by adrenalectomy. Taken together
these results suggest that the oEPM-induced antinociception is not
mediated by opiate mechanisms and does not depend on hormones
secreted by adrenal glands. Further studies need to be conducted to
identify the underlying non-opioid mechanisms of the oEPM-induced
antinociception. For instance, it has been widely reported the in-

volvement of non-opioid mechanisms in several types of antinocicep-
tion induced by threatening situations [e.g. 15,28,56-59]. Considering
the aversive characteristics of the oEPM test and given that
antiaversive compounds that act at GABA,.-Benzodiazepine receptor
complex, 5-HT;s receptor and cannabinoid CB1 receptors [e.g.,
15,28,56-60] also change many types of environmentally induced
analgesia, it seems reasonable to investigate whether these mechan-
isms also play a role on oEPM-induced antinociception.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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