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RESUMO

A percepcgédo da dor pode ser modulada em diferentes niveis, desde sua entrada no
sistema nervoso central até seu processamento pelas estruturas encefalicas
superiores. A Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG) é o principal nacleo de
controle do mais conhecido sistema enddégeno de modulacdo da dor, a via
descendente. A neurotransmissdo opioidérgica na PAG tem um papel central no
controle dessa via. Dados recentes sugerem que a dopamina desempenha um papel
na analgesia mediada por opidides na PAG. Este estudo teve como objetivo
contribuir para a melhor compreensao da relacdo entre opiéides e dopamina nos
mecanismos antinociceptivos mediados pela PAG. Para isso, avaliamos a habilidade
de antagonistas seletivos para receptores D1l-like (SCH23390) ou D2-like
(raclopride) em reduzir o efeito antinociceptivo induzido pela administracdo de
agonista seletivo para receptores p-opidide (DAMGO) na PAG. Também avaliamos o
efeito da administracdo de agonista dopaminérgico D2-like (piribedil) na PAG sobre
a resposta nociceptiva e a habilidade de antagonista opidide (naloxona) em reduzir
esse efeito. Como a antinocicepcdo mediada por opidides, e possivelmente pela
dopamina, na PAG se da, ao menos em parte, pela inibicio de mecanismos
GABAérgicos, avaliamos a habilidade de antagonista de receptores GABAa
(bicuculina) em induzir analgesia em ratos despertos quando administrado na PAG.
O efeito antinociceptivo induzido pela administracdo de DAMGO na PAG foi
bloqueado pela coadministracdo de SCH23390 ou raclopride. A administracado de
piribedil na PAG induziu significativo efeito antinociceptivo, que foi bloqueado pela
coadministracdo de raclopride ou naloxona. Finalmente, bicuculina na PAG néao
induziu antinocicepcdo em ratos despertos. Estes dados indicam que opidides e
dopamina induzem antinocicepcao na PAG de maneira codependente, e que nao o
fazem exclusivamente pela inibicdo de mecanismos GABAérgicos.

Palavras-chave: Substancia Cinzenta Periaquedutal, Nocicepcao, Dor, Dopamina,
Opiodide, GABA.



ABSTRACT

Pain perception can be modulated at different levels, from entering the central
nervous system to its processing by the higher brain structures. The periaqueductal
gray (PAG) is the major component of the best known endogenous pain modulation
system, the descending pathway, where the opioidergic neurotransmission plays an
important role. Recent data suggest that dopamine plays a role in opioid-mediated
analgesia in the PAG. This study aimed to contribute to understanding the
relationship between opioid and dopamine in the PAG-mediated antinociception. For
this, we evaluated the ability of selective D1-like (SCH23390) or D2-like (raclopride)
receptor antagonists to reduce the analgesic effect induced by administration of the
selective p-opioid receptor agonist (DAMGO) within the PAG. We also evaluated the
effect of the administration of dopaminergic D2-like agonist (piribedil) within the PAG
on the nociceptive response and the ability of opioid antagonist (naloxone) to reduce
this effect. As the antinociception mediated by opioid and possibly by dopamine in
the PAG occurs at least in part by inhibition of GABAergic mechanisms, we
evaluated the ability of GABAa receptor antagonist (bicuculline) administered within
the PAG to induce analgesia in awake rats. The antinociceptive effect induced by
DAMGO administration within the PAG was blocked by SCH23390 or raclopride co-
administration. The administration of piribedil within the PAG induced a significant
antinociceptive effect, which was blocked by co-administration of naloxone or
raclopride. Finally, bicuculline within the PAG did not induce antinociception in awake
rats. These data indicate that dopamine and opioids within the PAG induce
antinociception in a co-dependent manner, and that do not exclusively by inhibit of
GABAergic mechanisms.

Keywords: Periaqueductal Gray, Nociception, Pain, Dopamine, Opioid, GABA.
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1. INTRODUCAO

1.1.A DOR COMO UM COMPONENTE EVOLUTIVO E SEU IMPACTO NA
SOCIEDADE

A dor possui um papel fundamental na natureza, sendo essencial na
autopreservacdo dos organismos vivos. Através da dor, aprendemos a nos
distanciar de potenciais situa¢cOes de lesdo, doenca e morte. Mesmo em situacoes
onde a fonte do estimulo nocivo possui carater inescapavel, como lesdes teciduais e
a maioria das doencas, as modificacbes comportamentais induzidas pela dor
contribuem para a recuperacdo do organismo (Le Bars et al., 2001). Podemos
observar claramente o carater vital da dor nos casos de insensibilidade congénita a
estimulos nocivos. Esses individuos raramente chegam a adolescéncia, incapazes
de perceber condi¢cdes que estejam colocando suas vidas em risco (Young, 2008).

Mas existem situacdes em que a dor perde seu carater de aviso e passa a se
tornar o problema em si. Isso ocorre caracteristicamente nas chamadas dores
cronicas ou persistentes. Em oposicao ao tipo de dor fisioldgica, fasica ou aguda,
gue permanece tdo somente até a retirada do estimulo nocivo ou a resolucdo de um
processo inflamatorio, a dor crénica € patologica, por consequéncia de dano tecidual
permanente e/ou lesdo de nervo periférico, podendo perdurar por meses ou anos
(Millan, 1999, Hahm et al., 2011).

N&o ha dados sobre a prevaléncia de dor cronica no Brasil, mas, extrapolando
dados da populacdo americana (IOM, 2011) para a brasileira, chegariamos ao
namero de setenta e trés milhdes de pessoas nessa condicdo em todo o pais.
Certamente este é um dos maiores problemas da saude publica, possivelmente a
nivel mundial, que além de afetar diretamente a qualidade de vida de milhdes de
pessoas, esta associado a um gigantesco impacto econdémico. S0 nos Estados
Unidos, a estimativa de custo com tratamento e perda de produtividade relacionadas
a dor cronica em 2010 foi estimada em pelo menos 560 bilhdes de ddlares (IOM,
2011). Pessoas que sofrem algum tipo de dor crénica, como enxaqueca ou dor
articular, possuem um gasto significativamente maior com cuidados médicos e maior
namero de faltas no trabalho em relacédo as pessoas sem dor (Gaskin and Richard,
2012). Considerando esse impacto na economia mundial e, ainda mais importante, a

inquestionavel perda de qualidade de vida daqueles que convivem com a dor, é
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fundamental o investimento em pesquisas acerca dos mecanismos de
processamento e modulagéao da dor.

Ha muito tempo a humanidade interfere nesses mecanismos, por exemplo,
através do uso do 6pio, um extrato da papoula com propriedades analgésicas, cujos
primeiros registros de uso datam de 3.000 anos A.C.. O principio ativo desta planta,
a morfina, foi revelado apenas no inicio do século XIX (Duarte, 2005), e ainda € o
principal meio de aliviar dores severas até os dias atuais. Os opidides, classe de
substancias da qual a morfina faz parte, também séo produzidos endogenamente e
tém um papel central nos mecanismos endoégenos de modulagdo da dor, como
discutido a seguir. Essas drogas seriam uma excelente solucdo para o tratamento da
maioria das condi¢cdes dolorosas, ndo fossem os efeitos colaterais, como sedacéao,
nausea, émese, depressao respiratoria, constipacdo, e, principalmente, o
desenvolvimento de tolerancia e adiccao.

Sob tais observacdes, é evidente a necessidade de nos aprimorarmos na busca
por alternativas viaveis de combate a dor cronica. O adequado conhecimento dos
mecanismos envolvidos na modulacdo enddégena da dor € essencial para o
desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, fundamentadas na poderosa

capacidade do Sistema Nervoso Central (SNC) de afetar a experiéncia dolorosa.

1.2.A DOR COMO EFEITO RESULTANTE DO PROCESSAMENTO DA
INFORMACAO NOCICEPTIVA

Em geral, a dor é a experiéncia pessoal resultante de um estimulo nocivo. Este é
primariamente detectado pelo nosso organismo através de neurbnios
especializados, os chamados nociceptores. A informacdo captada por esses
neurdnios aferentes primarios converge ao SNC através de potenciais de acao,
sendo processada por regides espinhais e encefalicas especificas, podendo ou néo
ser percebida como dor (Millan, 1999).

Um estimulo nocivo pode ser classificado de acordo com sua natureza, podendo
ser elétrico, térmico (calor/frio), mecanico ou quimico (Le Bars et al., 2001). Os ja
mencionados nociceptores sao povoados por familias de canais que sao sensiveis a
estimulos provenientes de uma ou mais dessas fontes. Quando ativados, esses
canais se abrem, permitindo a entrada de Na*/Ca™, despolarizando a membrana do

nociceptor, podendo disparar um potencial de acg&o. Os nociceptores
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frequentemente expressam canais sensiveis a estimulos de diferentes naturezas,
sendo nomeados polimodais (Geffeney and Goodman, 2012).

Os nociceptores estdo presentes em dois tipos de fibras aferentes periféricas
(peripheral afferent fibres, PAFs). As do tipo A3, mielinizadas, sao responsaveis pela
primeira sensacéo dolorosa, transmitindo rapidamente a informagédo ao SNC. As do
tipo C, amielinizadas, sédo de transmissao lenta, induzindo uma segunda sensacgéo
dolorosa, de aspecto difuso (Millan, 1999, Brooks and Tracey, 2005). Como
demonstrado na FIGURA 1, essas PAFs fazem sinapses com neurdnios de segunda
ordem no Corno Dorsal da Medula Espinhal. Estes podem ser nociceptivos
especificos (nociceptive-specific, NS) ou de variagdo dindmica ampla (wide-dynamic
range, WDR). Cada um desses ainda pode ser dividido em neurbnio de projecao
(projection neurone, PN), que estabelece conexdo com as regides supraespinhais, e
interneurdnio (interneurone, IN), que estabelece sinapses inter ou intralaminares.
Adicionalmente, os INs sdo subdivididos em excitatorios (excitatory interneurones,
EXINS) e inibitérios (inhibitory interneurones, ININs) (Millan, 1999). Estes ultimos
possuem um papel chave na via descendente de modulacdo da dor, que sera
posteriormente abordada. As Laminas I, llp, V, VI e X s8o as mais atuantes na
recepcao, processamento e transmissao da informacao nociceptiva (Millan, 1999).

A informacédo nociceptiva ascende para diferentes areas supraespinhais atraves
dos tratos espinotalamico (spinothalamic tract, STT), espinoreticular (spinoreticular
tract, SRT), espinomesencefalico (spinomesencephalic tract, SMT) e
espinohipotalamico (spinohypothalamic tract, SHT). De forma simplificada, podemos
dividir a percepcdo da dor em dois componentes. O primeiro, sensorial-
discriminativo, € processado em grande parte pelo talamo e pelo cértex
somatossensorial. Suas funcbes remetem ao estabelecimento de intensidade,
localizacdo, duracdo, padrdo temporal e tipo do estimulo nocivo. JA o componente
afetivo-cognitivo envolve diversas regidbes do encéfalo, sendo particularmente
processado pelo cortex anterior cingulado (anterior cingulate cortex, ACC) e pela
Insula. Este componente determina como a dor interage com o humor, a atencao e a
memdaria, bem como nosso nivel de tolerancia e capacidade de lidar com o estimulo
recebido (Millan, 1999, Brooks and Tracey, 2005).



15

Laminas do
corno dorsal
NS |
L Génglio da Ll
Terminacdes  rziz dorsal NS |
nervosas WDR 0
Il;
Lenta
Estimulo 1]
nocivo
O AS WDR | |V
Rapida
NS
WDR \%
NS
WDR VI
NS
WDR X

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA TRANSMISSAO DA INFORMACAO
NOCICEPTIVA PERIFERICA PARA O CORNO DORSAL. O estimulo nocivo ativa as terminacdes
nervosas dos nociceptores cujos corpos celulares se encontram no ganglio da raiz dorsal. Esses
nociceptores possuem projecdes ligadas a neurbnios de segunda ordem no corno dorsal,
anatomicamente divididos em Iaminas. FONTE: Adaptada de Millan (1999).

Sabemos que a percepcao da dor pode ser modulada em diferentes niveis,
desde sua entrada no SNC, ou seja, durante a transmissdo da informacao
nociceptiva na Medula Espinhal, até seu processamento pelas estruturas encefalicas
superiores. Importante ressaltar que essa modulacdo pode ocorrer nos dois
sentidos, tanto facilitando quanto inibindo a transmissdo de impulsos associados a
estimulos nociceptivos e, portanto, aumentando ou diminuindo a percepcdo da dor
(Melzack and Wall, 1965, Stamford, 1995, Millan, 1999, Brooks and Tracey, 2005).
Como citado anteriormente, essa modulacao da dor ja € conhecida ha muito tempo,
mas seus mecanismos ainda nao foram completamente esclarecidos.

Alguns desses mecanismos sdo conhecidos e nos fornecem pistas sobre o
funcionamento do sistema nociceptivo e de que forma podemos interferir nesse
sistema. Um exemplo é o controle nociceptivo ascendente, pela qual um intenso
estimulo nocivo pode ativar efeitos analgésicos, diminuindo a entrada de
informacdes nociceptivas subsequentes. Essa via depende em grande parte de

inibicdo neuronal no nucleo accumbens (NAc) induzida por opidides e pela
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dopamina. O nucleo accumbens per se parece atuar na facilitacdo da transmisséo
nociceptiva (Gear and Levine, 1995, Gear et al., 1999, Gear and Levine, 2011,
Mason, 2012b).

O mecanismo classico de modulacdo da dor, proposto inicialmente por Basbaum
e Fields (1978 e 1984), é o da via descendente. Ao receber projecdes da amigdala,
talamo, hipotdlamo, &reas corticais e do corno dorsal, a Substancia Cinzenta
Periaquedutal (periaqueductal grey, PAG) envia eferéncias para as regides de onde
partem a maioria das fibras descendentes, a Regido Pericerulea Rostromedial, o
Nucleo Paragigantocelular e o Bulbo Rostral Ventromedial (rostral ventromedial
medulla, RVM). Provavelmente a conex&do mais importante se faz com os neurdnios
do RVM, regido que inclui o Nucleo Magno da Rafe e formacao reticular adjacente
(Stamford, 1995, Millan, 1999, Millan 2002, Fields, 2004). A partir destes ndcleos as
fiboras descendentes se projetam através do funiculo dorsolateral, estabelecendo
sinapses com ININs e EXINs no corno dorsal, controlando a passagem dos impulsos
nociceptivos (Stamford, 1995, Millan, 1999, Millan, 2002, Fields, 2004).

1.3.0 PAPEL DA PAG NA MODULACAO DA DOR

Dentre as regides do SNC responsaveis pela modulacdo da dor, a PAG tem
importancia central (Stamford, 1995, Millan, 1999, Millan, 2002). Desde que
Reynolds (1969), em seu classico estudo, observou que a estimulacao elétrica da
PAG induzia um importante efeito analgésico, inUmeras pesquisas tém sido
conduzidas com o objetivo de melhor compreender sua funcdo na modulacdo da
dor. Hoje sabemos que a PAG € o principal nucleo de controle das grandes vias
modulatérias descendentes, fazendo a ligacdo de diversas estruturas
prosencefalicas com a medula espinhal (Stamford, 1995).

Conforme demonstrado na FIGURA 2, a PAG se localiza no Mesencéfalo,
circunvizinhando o Aqueduto Cerebral. Entre as funcdes conhecidas da PAG se
incluem o processamento de reacbes comportamentais ligadas ao medo e
ansiedade, regulacdo de componentes autonémicos e, como ja foi dito, a modulacéo
da dor (Behbehani, 1995). Estas funcfes se distribuem entre grupos neuronais
organizados em padrdes colunares longitudinais. De maior importancia para este
trabalho, a porcdo ventrolateral da PAG esta fortemente relacionada com a

analgesia induzida por opidides (Bandler and Shipley, 1994).
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AQUEDUTO
CEREBRAL

FIGURA 2 — IMAGEM HISTOLOGICA DO MESENCEFALO INDICANDO A LOCALIZACAO DA
SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL (PAG). FONTE: Adaptada de Queiroz (2006).

O efeito antinociceptivo induzido pela PAG pode ser obtido pela administracao de
agonista opidide (Depaulis et al., 1987, Smith et al., 1988, Tseng and Tang, 1989,
Smith et al., 1992, Rossi et al., 1994, Lane et al., 2005, Morgan and Clayton, 2005,
Meyer et al., 2009, Mehta et al., 2011), agonista dopaminérgico (Meyer et al., 2009)
ou antagonista GABAérgico (Moreau and Fields, 1986, Sandkiler et al., 1989,
Roychowdhury and Fields, 1996). Entretanto, o efeito obtido pelo antagonista
GABAérgico s6é pode ser observado em experimentos que usaram ratos
anestesiados. Quando testado em ratos despertos, nenhum efeito analgésico foi
observado (Zambotti et al., 1982, Depaulis et al., 1987, Yu and Han, 1990).

A PAG também parece ser de grande importancia na analgesia induzida por
outras regides do SNC. O efeito analgésico decorrente da estimulacdo elétrica do
cértex motor foi bloqueado por antagonista opiodide intraPAG (Chiou et al., 2013). Da
mesma forma, a administracdo de agonista opidide na amigdala, na habénula ou por
via sistémica induz analgesia de forma dependente da ativacdo de receptores

opidides na PAG (Yu and Han, 1990, Pavlovic et al., 1996, Manning and Frankilin,
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1998, Tershner and Helmsteller, 2000). A ativagdo de receptores dopaminérgico na
PAG parece ser necesséria na analgesia induzida pela estimulagdo do cortex motor
ou por agonista opiodide sistémico (Flores et al., 2004, Chiou et al., 2013). Por fim, a
administracdo de agonista GABAérgico intraPAG parece se contrapor aos efeitos
antinociceptivos de agonista opidide administrado na PAG, no nucleo talamico
parafascicular ou pela via subcutanea (Zambotti et al., 1982, Depaulis et al., 1987,
Munn et al., 2009).

O principal mecanismo pelo qual a PAG modula a nocicepcao é pela inibicdo da
transmissdo do estimulo nocivo no corno dorsal. Internamente, neurdnios
GABAérgicos inibem tonicamente as eferéncias da PAG para o RVM (Reichling and
Basbaum, 1990, Fields, 2004, Millan, 2002). Estes interneurbnios GABAErgicos
parecem expressar receptores opioides, que sao inibitorios (Vaughan And Christie,
1997, Millan, 2002, Hahm et al., 2011). Também foi proposto que esses
interneurdnios expressariam receptores dopaminérgicos do tipo inibitério (Meyer et
al., 2009). Dessa forma, a liberacdo de opidides enddégenos ou dopamina na PAG
induziria a inibicdo do ténus GABAeérgico, desinibindo as projecdes da PAG para o
RVM, ativando a via descendente de modulacdo da dor (Moreau and Fields, 1986,
Stamford, 1995, Stiller et al., 1996, Vaughan and Christie, 1997, Fields, 2004, Meyer
et al., 2009, Hahm et al., 2011, Ingram, 2012).

A teoria mais aceita € de que isto ocorra pela modulacdo de duas classes de
neurdnios no RVM, diferenciadas pelo inicio da atividade elétrica em resposta a um
reflexo nociceptivo (por exemplo, reflexo de retirada da pata ou cauda em resposta a
estimulo térmico ou mecanico). As células ON iniciam e as células OFF interrompem
sua atividade elétrica imediatamente antes do reflexo nociceptivo. Ambas as células
se projetam do RVM para a medula espinhal. As células ON facilitam a transmisséo
da informacé&o nociceptiva, de acordo com seu padrdo de disparo coincidente com o
reflexo nociceptivo. As células OFF inibem a transmisséo da informacgéo nociceptiva,
coerente com seu padrdo de disparo que € interrompido antes do reflexo
nociceptivo. Portanto, a maior ativacdo de uma classe em detrimento da outra
ajustara a dificuldade de transmisséo da informacédo nociceptiva na medula espinhal
(Fields et al., 1991, Heinricher et al., 1992, Fields, 2004). Recentemente foi proposto
gue esta teoria possa conter erros por ter sido testada em animais anestesiados. Por
exemplo, a frequéncia de disparos das células OFF é maior imediatamente antes de

um reflexo nociceptivo do que quando esse reflexo ndo ocorre (Mason, 2012a).
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Adicionalmente, a reducdo na frequéncia de disparos das células ON podem induzir
analgesia mesmo na auséncia de ativacdo das células OFF (Mason, 2012a). Mais
importante, o efeito da morfina sobre animais despertos modificou o padréo fasico
de resposta a estimulos nocivos das células ON e OFF, mas nao interferiu no
padrdo ténico de disparo destas células. Entretanto, em animais anestesiados,
ambos os padrdes foram afetados, sugerindo que a anestesia pode influenciar no
efeito de drogas em testes nociceptivos (Mason, 2012a).

Ao contrario dos mecanismos espinhais de modulacao da dor, o papel da PAG
nos mecanismos modulatérios supraespinhais é muito menos conhecido, mas
possivelmente dependa, em parte, da ativacdo da via dopaminérgica mesolimbica.
Existem projecbes da PAG para a Area Tegmental Ventral (ventral tegmental area,
VTA) (Omelchenko and Sesack, 2010), Talamo e amigdala (Hasue and Shammah-
Lagnado, 2002). A VTA projeta neurbnios dopaminérgicos para diversas regides
ligadas ao componente emocional e cognitivo da dor, como o ACC, o cortex orbital
ventrolateral (ventrolateral orbital cortex, VLO), o cortex insular agranular rostral
(rostral agranular insular cortex, RAIC), a amigdala e o NAc. De fato, estudos
demonstraram que a ativacdo da via mesolimbica induz efeito antinociceptivo pela
ativacdo de receptores dopaminérgicos nessas regides (Altier and Stewart, 1999,
Wood, 2008, Sheng et al., 2009, Dang et al., 2011). Como ja mencionado, existem
evidéncias da participacdo da PAG na analgesia induzida pela amigdala (Pavlovic et
al., 1996, Tershner and Helmsteller, 2000), pelo NAc (Yu and Han, 1990, Mason,
2012b) e pelo VLO (Xie et al., 2009). Entretanto, ainda ndo esta esclarecido se a
participacdo da PAG na analgesia induzida por essas regides ocorre através de
mecanismos supraespinhais ou pela ativacao da via descendente.

Os mecanismos responsaveis pelo papel central da PAG na modulag¢do da dor
nao sao totalmente conhecidos, mas o tbnus opioidérgico na PAG e no RVM

certamente é de grande relevancia (Heinricher et al., 1992, Fields, 2004).

1.4. CARACTERIZACAO DA NEUROTRANSMISSAO OPIOIDERGICA

De fato, estudos demonstraram a existéncia de receptores opidides em diversas
areas do SNC que participam da modulagéo da nocicepcao. As principais classes de
receptores opidides conhecidas e estudadas atualmente sdo uy (mu), & (delta) e K
(kappa). Para as trés classes, a sinalizacdo intracelular € inibitoria, resultando em

abertura de canais de K' e fechamento de canais de Ca?. Como demonstrado na
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TABELA 1, dentre os subtipos de receptores, o receptor J se destaca nas pesquisas
por sua efetiva participacdo na analgesia, tanto central quanto periférica (Smith et
al., 1988, Rossi et al., 1994, Vaughan and Christie, 1997, Yaksh, 1997, Fields, 2004,
Hahm et al., 2011).

ACAO ANTINOCICEPTIVA

SITIOS DE MICROINJECAO Reflexo Fuga FARMACOLOGIA
Prosencéfalo/Diencéfalo

Amigdala (corticomedial) 0 ++ u
Nicleo Accumbens + u
Mesencéfalo

Substancia Cinzenta Periaquedutal +++ +++ p>>0=x=0
Formagéo Reticular Mesencefalica ++ ++ u
Substéncia Negra ++ ++ p>>6=k=0
Bulbo Raquidiano

Medula Medial ++ ++ u=5>x=0
Medula Espinhal +++ +++ p=0>k=0
Sitios periféricos +++ u=k>86=0

TABELA 1 — DISTRIBUICAO E PARTICIPACAO DOS RECEPTORES OPIOIDERGICOS NA
ANTINOCICEPCAO MEDIADA POR DIFERENTES SITIOS. Podemos observar a massiva
distribuicdo dos receptores p-opidides desde as regides periféricas até as regifes corticais do SNC.
Os sinais positivos (+) indicam o grau de interferéncia da ativacdo do receptor opidide (u, 6 ou «)
sobre o comportamento defensivo. FONTE: Adaptado de Yaksh (1997).

Os neurotransmissores opidides compdem um intrincado conjunto de familias
com participacbes diferenciadas na modulacdo da dor. Para facilitar seu
entendimento, costuma-se dividir os opidides enddgenos em trés grupos principais.
As encefalinas atuam fortemente como ININsS em estruturas supraespinhais
(incluindo a PAG), desinibindo, via ativacdo de receptores py e 6, projecdes que
ativam a via antinociceptiva descendente. O grupo das dinorfinas € particularmente
seletivo aos receptores k, possuindo duas particularidades. Pode atuar de forma
tanto pr6 quanto antinociceptiva, e exerce parte de seus efeitos de forma
independente de receptores opiodides. Finalmente, a B-endorfina atua principalmente
na PAG e na amigdala, via projecdo do nucleo arqueado hipotalamico, ativando
receptores u e exercendo fungdes antinociceptivas. O grupo das melanocortinas
(produto do mesmo precursor da b-endorfina) e o das endomorfinas sdo menos
estudados, mas sabe-se que atuam de forma pr6 e antinociceptiva, respectivamente
(Millan, 2002).

Experimentalmente, a morfina € 0 agonista opidide mais utilizado para mimetizar

os efeitos dos opidides enddgenos, sendo um agonista preferencial de receptores ,
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podendo também se ligar a receptores & e k. Na PAG, estudos utilizando diferentes
agonistas e antagonistas opiodides demonstraram a predominancia dos receptores u
na inducédo de analgesia (Rossi et al., 1994, Smith et al., 1988, Smith et al., 1992,
Vaughan and Christie, 1997). Desta forma, a utilizagdo de agonista mais seletivo
para este tipo de receptor pode ser preferivel para o estudo dos mecanismos de
modulagdo da dor mediados pela PAG.

O papel dos neurotransmissores opidides na antinocicepcdo € de claro
protagonismo, mas pode ser influenciado pela atuagédo de diversos outros
neurotransmissores. Como ja descrito, sua interagcdo com a atividade GABAérgica
na PAG estd bem estabelecida pela literatura. No entanto, pouco se sabe a respeito
da relacdo entre opidides e dopamina na modulacao da dor.

1.5.PARTICIPA(;AO DA DOPAMINA NOS MECANISMOS ANALGESICOS
ENDOGENOS

A dopamina é um neurotransmissor do grupo das catecolaminas, responsavel
pela modulacdo de diversas funcdes encefélicas, incluindo a atividade motora,
cognicdo, emocao e a modulacdo da dor. Existem cinco subtipos de receptores
dopaminérgicos. Os receptores D1 e D5 estdo acoplados a proteinas G
estimulatorias, sendo dessa forma agrupados na subfamilia D1-like. Os receptores
D2, D3 e D4 se acoplam em proteinas G inibitoérias, compondo a subfamilia D2-like.
Portanto, em termos gerais, a dopamina pode atuar sobre a célula-alvo de forma
estimulatoria ou inibitéria (Missale et al., 1998, Millan, 2002, Wood, 2008).

Existem poucas projecdes dopaminérgicas das regides supraespinhais para a
medula espinhal. A participacdo da neurotransmissao dopaminérgica no corno
dorsal depende do tipo de receptor ativado. Receptores da familia D2-like parecem
ter um papel antinociceptivo, enquanto receptores da familia D1-like facilitam a
transmissao do estimulo nocivo no corno dorsal (Millan, 2002). Situacdo similar pode
ser encontrada em outras estruturas do SNC. No nucleo accumbens, a ativacédo de
receptores D2-like induz analgesia (Taylor et al., 2003), enquanto seu bloqueio
impede o efeito analgésico induzido pela morfina na VTA (Altier and Stewart, 1998).
A administracdo de agonista dopaminérgico nao seletivo ou D2-Like na VLO também
induz efeito analgésico, possivelmente via inibicdo pré-sinaptica GABAérgica (Sheng
et al., 2009, Tang et al., 2009, Dang et al., 2011).
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Como ja foi dito anteriormente, evidéncias recentes tém demonstrado que a
dopamina parece participar da analgesia mediada pela PAG. A presenca de
neurbnios dopaminérgicos nessa regido esta bem caracterizada, em grande parte
estabelecendo sinapses locais (Hasue and Shammah-Lagnado, 2002, Flores, 2004,
Lu et al., 2006, Meyer et al., 2009, Omelchenko and Sesack, 2010, Suckow et al.,
2013). Entretanto, sua atuagdo nos mecanismos modulatorios da PAG ainda néo
esta bem estabelecido.

A liberacdo endbégena de dopamina na PAG parece contribuir para a analgesia
mediada por opidides, uma vez que a administracdo de morfina intraPAG foi
atenuada pela administracdo de antagonista dopaminérgico nao seletivo no mesmo
sitio (Meyer et al., 2009). Adicionalmente, a lesdo de neurdnios dopaminérgicos na
PAG ou a administracdo local de antagonista D1-like, mas n&o D2-like, atenuou a
analgesia induzida pela administracdo sistémica de agonista opioide (Flores et al.,
2004). Em concordancia, a antinocicepcao induzida por estimulacdo elétrica do
cortex motor, em teste de estimulacdo elétrica da pata, foi bloqueada pela
administracdo na PAG de antagonista dopaminérgico ndo seletivo ou D1-like, mas
nao D2-like (Chiou et al., 2013). Em aparente oposi¢do, outro estudo demonstrou
gue antagonista D2-like, mas ndo D1-like, bloqueou o efeito antinociceptivo da
administracdo de agonista dopaminérgico nao seletivo na PAG (Meyer et al. 2009).
Em conjunto, estes estudos indicam que ambas as subfamilias de receptores
dopaminérgicos, D1- e D2-like, podem ter participacdo na antinocicepcdo mediada
pela PAG.

1.6.DOPAMINA E OPIOIDES ENDOGENOS PODEM ATUAR NA PAG DE
MANEIRA CODEPENDENTE?

Embora evidéncias demonstrem que o bloqueio de receptores dopaminérgicos
na PAG diminua o efeito antinociceptivo de agonistas opidides (Meyer et al., 2009),
nao ha concordancia na literatura sobre qual subtipo de receptor dopaminérgico
medeia esse efeito (Flores et al., 2004, Meyer et al., 2009, Chiou et al., 2013).
Tampouco se sabe se a analgesia induzida pela administracdo de agonista seletivo
g-opioide na PAG é afetada, e em qual proporcdo, pela coadministracdo de
antagonistas seletivos D1-like ou D2-like.

Ainda menos se conhece a respeito dos efeitos mediados pela dopamina na

PAG, embora tenha sido demonstrado que a administracdo cumulativa de agonista
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dopaminérgico nao seletivo induza antinocicep¢cdo mediada por receptores D2-like
(Meyer et al., 2009), ndo se sabe qual o efeito da administracdo de agonista seletivo
D2-like. Também ndo ha evidéncias na literatura que demonstrem se a

antinocicep¢ao mediada por agonista dopaminérgico na PAG depende de opioides.

1.7.0BJETIVOS

1.7.1. OBJETIVO GERAL
Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi contribuir com o
esclarecimento da relagdo entre mecanismos dopaminérgicos e opioidérgicos na

analgesia mediada pela PAG em ratos.

1.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Estudar o envolvimento de receptores dopaminérgicos no efeito
antinociceptivo mediado por agonista p-opioide na PAG.
e Contribuir para elucidar o papel dos receptores D2-like no efeito
antinociceptivo mediado pela PAG.
e Testar a hipotese de que antagonista GABAérgico administrado na

PAG induz analgesia em animais despertos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. ANIMAIS

Para a realizag&o deste trabalho foram utilizados ratos Wistar pesando entre 250-
330 g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (3 a 5 por gaiola) contendo
maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12
horas) com alimentacédo e agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais
estdo de acordo com as diretrizes propostas pela IASP (Associacao Internacional
para Estudo da Dor) para pesquisa em animais conscientes (Zimmermann, 1983).
Em particular, a duracdo dos experimentos foi a menor possivel, a intensidade do
estimulo nociceptivo e 0 nimero de animais por grupo foram mantidos ao minimo
necessario. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Parana (CEUA n° 751).

2.2.DROGAS UTILIZADAS

Piribedil, agonista dopaminérgico seletivo para receptores D2-like (1,5, 6 e 12 ug)
foi utilizado por ser mais estavel que a dopamina e pela comprovada atuacao desse
subtipo de receptor na antinocicepcdo em outras regides do SNC, conforme descrito
na introducao; SCH 23390, antagonista seletivo de receptores D1-like (2, 4 e 6 uQ)
(Flores et al., 2004, Meyer et al.,, 2009); Raclopride, antagonista seletivo de
receptores D2-like (2, 4 e 6 pg) (Dang et al., 2011); Naloxona, antagonista opioide
ndo seletivo (0,5 pg) (Chiou et al., 2013); DAMGO ([D-Ala?,N-MePhe* Gly*-ol]-
enkephalin), agonista seletivo y-opiodide (0,15 ug) (Schmidt et al., 2002); Bicuculina,
antagonista de receptores GABAa (12,5, 25 e 37,5 ng) (Moreau and Fields, 1986).
Todas as drogas foram adquiridas da Sigma-aldrich, SP, Brasil, exceto piribedil,
adquirido da Tocris Biocience, USA. As drogas foram dissolvidas em salina (NaCl

0,9%), exceto piribedil e bicuculina, dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO 100%).
2.3.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.3.1. CIRURGIA ESTEREOTAXICA E MAPEAMENTO HISTOLOGICO
Os animais foram previamente anestesiados com xilazina (100 mg/kg) e
cetamina (600 mg/kg). A seguir uma canula guia de aco inoxidavel de calibre 25 foi

posicionada segundo o plano estereotaxico estabelecido de forma que sua
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extremidade inferior localize-se 1,5 mm dorsalmente ao sitio de interesse. A canula
foi fixada no local com resina acrilica. As coordenadas utilizadas para injecdo na
porcao ventrolateral da PAG a partir da lambda foram: O milimetros antero-posterior;
-2 milimetros médio-lateral; -3,9 milimetros dorso-ventral; 18 graus de angulacao.
Depois da cirurgia, os animais receberam dipirona (50 mg/kg) e enrofloxacina (0,5
mg/kg). Os experimento foram realizados entre 7 e 9 dias ap0s a implantacdo das
canulas.

Em todos os experimentos foi realizado o mapeamento histolégico com o objetivo
de confirmar o sitio da injecdo. Para isso os animais foram eutanasiados com uma
overdose de pentobarbital e perfundidos, através do coracdo, com solucdo salina
seguida por uma solucéao de formalina 4%. Na sequéncia, o corante Azul de Evans
(1%, 0,5 pl) foi administrado no sitio de injecdo, o cérebro foi removido, armazenado
em freezer por uma semana, e cortado coronalmente. O sitio de injecao foi mapeado

de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (Paxinos and Watson, 1986).

2.3.2. TESTE DE RETIRADA DA CAUDA (tail flick)

O teste de retirada da cauda, ou tail flick, avalia uma resposta nociceptiva
reflexa integrada ao nivel medular (pode ser observada em animais descerebrados).
Portanto, qualquer manipulacdo experimental supra-espinhal que o module
necessariamente o faz através de vias descendentes de modulacdo da dor. Os
animais foram posicionados sobre a superficie plana do aparato de teste, sendo
gentilmente restritos pelo experimentador. Foi registrado o tempo necessario para
cada animal exibir o reflexo de retirada da cauda em resposta ao calor gerado por
um feixe de luz focalizado na superficie dorsal da cauda (de 2 a 5 cm a partir do
topo). Um timer digital gravou automaticamente a laténcia de resposta (Acuracia de
0,1 segundo). A intensidade do feixe de luz foi ajustada para produzir uma linha de
base da laténcia entre 2,5 e 3,5 segundos. O ponto de corte foi de 6 segundos,

utilizado para prevenir danos aos tecidos.

2.3.3. TESTE DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO (Randall-Selitto)

O teste de limiar mecéanico, ao contrario do anterior, necessita da integracéo
de vias encefalicas superiores, ndo sendo, portanto, estritamente reflexo. Para a
quantificacdo do limiar nociceptivo mecénico, foi realizado o teste de Randall-Selitto

(Randall and Selitto, 1957). Neste teste, uma pressdo com aumento gradual e



26

continuo foi aplicada na face dorsal da pata ipsilateral dos ratos. Quando o animal
exibiu o comportamento de retirada da pata, a for¢ca aplicada foi imediatamente
interrompida, o seu valor registrado e utilizado como medida do limiar nociceptivo
mecanico. O limiar de nocicepc¢ao mecanica € definido como a forca em gramas que
induz o reflexo de retirada da pata. Foi estabelecida uma linha de base do limiar
entre 80 e 150 g, para evitar grande variabilidade das medidas basais. O ponto de
corte foi de 240 g, utilizado para prevenir dano tecidual.

2.3.4. TESTE DO CAMPO ABERTO (Open Field)

O teste do campo aberto foi utilizado como um indicador global da atividade
locomotora, descartando a possibilidade da administracdo da droga na PAG afetar o
comportamento motor dos animais. O teste do campo aberto consiste em uma area
circular (60 de diametro), dividido em 12 quadrados, limitado por uma parede de 50
cm de altura, e iluminado por quatro lampadas de 60w situadas 48 cm acima do piso
da area. Cada animal foi posicionado no centro e, a seguir, permitido explorar por 1
minuto. O comportamento exploratério foi medido pela quantidade de quadrados
cruzados nesse tempo e pelo niumero de vezes que o animal ficou levantado sobre

duas patas.

2.3.5. ADMINISTRACAO DAS DROGAS NO SITIO DE INJECAO
O animal foi gentilmente contido enquanto uma agulha 1,5 mm maior que a
canula guia, acoplada a um tubo plastico flexivel, foi posicionada no sitio de injecao.
A droga foi injetada por uma seringa de vidro (Hamilton, Reno, NV) a uma taxa de
0,75 pl/min (total 0,5 pl).

2.4.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os grupos experimentais foram divididos conforme apresentado na TABELA 2.
Ratos cujo mapeamento histoldgico revelou erro no posicionamento da canula guia
ou cuja média da medida basal ficou fora da linha de base foram excluidos da

pesquisa, o que explica a variacdo do n entre 0s grupos.



TABELA 2 — SUMARIO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

DROGA 1

DROGA 2

N*

A. RANDALL-SELITTO/TAIL FLICK (tempo 15, 30 e 60 min)
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Veiculo (Salina) Veiculo (Salina) 7/5
DAMGO 0,3 pg Veiculo (Salina) 716
DAMGO 0,3 ug SCH23390 2 ug 6/3
DAMGO 0,3 ug SCH23390 4 ug 6/6
DAMGO 0,3 ug SCH23390 6 ug 7/0
Veiculo (Salina) SCH23390 4 ug 5/5
DAMGO 0,3 pg Raclopride 2 ug 10/5
DAMGO 0,3 pg Raclopride 4 ug 10/0
Veiculo (Salina) Raclopride 4 ug 5/5
B. RANDALL-SELITTO/TAIL FLICK (tempo 5, 15 e 30 min)
Veiculo (DMSO)” Veiculo (Salina) 5/4
Piribedil 1,5 ug Veiculo (Salina) 6/4
Piribedil 6 pug Veiculo (Salina) 6/6
Piribedil 12 pg Veiculo (Salina) 10/10
C. RANDALL-SELITTO (tempo 5, 15 e 30 min)

Piribedil 12 pg Raclopride 4 ug 7
Piribedil 12 pg Naloxona 0,5 ug 5
Veiculo (Salina) Naloxona 0,5 ug 5
Bicuculina 12,5 ng - 6
Bicuculina 25 ng - 6

Bicuculina 37,5 ng - 5

*Nas sessbes A e B, o valor de N a esquerda indica 0 nimero de ratos submetidos apenas ao
Randall-Selitto. O valor a direita indica o nimero de ratos submetidos a ambos os testes, Randall-
Selitto e Tail Flick.

*O grupo controle indicado foi utilizado como base de comparacdo para 0s grupos relatados nas
sessbes B e C.

2.4.1. EXPERIMENTO 1

O primeiro experimento visou avaliar o efeito de antagonistas dopaminérgico
sobre a analgesia induzida por agonista opidide na PAG. Os ratos foram trazidos
para a sala de experimentacdo entre 7 e 9 dias apds a cirurgia estereotaxica.
Primeiro, uma medida basal do tail flick e do Randall-Selitto foi obtida 10 minutos
antes da administracdo das drogas, sendo utilizada a média de duas medidas por
teste. Na sequéncia, foi administrado SCH 23390, raclopride ou salina cinco minutos
antes da administracdo do DAMGO ou seu veiculo (conforme apresentado na
sessdo A da TABELA 1). Novas medidas, da mesma forma que na medida basal,
foram obtidas 15, 30 e 60 minutos ap6s a administracdo do DAMGO. Em seguida,
os ratos foram submetidos ao open field, sacrificados, perfundidos e seus cérebros

retirados para o mapeamento histolégico.
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2.4.2. EXPERIMENTO 2

O segundo experimento teve por objetivo avaliar a analgesia induzida por
agonista dopaminérgico na PAG e a interferéncia de antagonista para receptores
D2-like ou antagonista opidide ndo seletivo sobre esse efeito. Os ratos foram
trazidos para a sala de experimentacdo entre 7 e 9 dias ap06s a cirurgia
estereotaxica. Primeiro, uma medida basal do tail flick e do Randall-Selitto foi obtida
10 minutos antes da administracdo das drogas, sendo utilizada a média de duas
medidas por teste. Na sequéncia, foi administrado raclopride, naloxona ou salina
cinco minutos antes da administracdo do piribedil ou seu veiculo (conforme
apresentado nas sessbes B e C da TABELA 1). Novas medidas, da mesma forma
gue na medida basal, foram obtidas 5, 15 e 30 minutos ap6s a administracdo do
piribedil. Em seguida, os ratos foram submetidos ao open field, sacrificados,

perfundidos e seus cérebros retirados para 0 mapeamento histologico.

2.4.3. EXPERIMENTO 3

Por ultimo, este experimento objetivou testar a analgesia induzida por
antagonista GABAérgico na PAG em ratos despertos. Os ratos foram trazidos para a
sala de experimentacao entre 7 e 9 dias ap0s a cirurgia estereotaxica. Primeiro, uma
medida basal do Randall-Selitto foi obtida 10 minutos antes da administracdo da
droga, sendo utilizada a média de duas medidas. Na sequéncia, foi administrada
bicuculina (conforme apresentado na sessdo C da TABELA 1). Novas medidas, da
mesma forma que na medida basal, foram obtidas 5, 15 e 30 minutos apos a
administracdo da bicuculina. Em seguida, os ratos foram submetidos ao open field,

sacrificados, perfundidos e seus cérebros retirados para 0 mapeamento histolégico.

2.5.ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram analisados utilizando ANOVA de duas vias com
medidas repetidas (para os dados dos testes nociceptivos) e uma via (para os dados
do open field), seguidos pelo teste de Tukey. O nivel de significancia igual ou menor
a 0,05 foi utilizado. Os resultados foram apresentados nos graficos como média +
erro padrdo das médias (EPM). Para realizacdo dos célculos estatisticos e
representacdo gréfica utilizamos o programa Sigma Plot® (Systat Software, San
Jose, CA, USA).
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3. RESULTADOS

3.1.ANTINOCICEPQAO INDUZIDA POR DAMGO FOI BLOQUEADA PELO
SCH23390 E PELO RACLOPRIDE

A administracdo do agonista p-opidide DAMGO na PAG aumentou
significativamente a laténcia de retirada da cauda no tail flick em relagdo ao grupo
controle [F(5,75)=7,681; P=0,019]. Administrado apdés o antagonista D1-like
SCH23390, o efeito do DAMGO foi suprimido na dose de 4 ug do antagonista
[F(5,75)=7,681; P=0,997], conforme apresentado no GRAFICO 1. No Randall-Selitto,
a analgesia induzida pelo DAMGO [F(5,96)=10,384; P<0,001] foi abolida pela dose
de 6 pug de SCH23390 [F(5,96)= 10,384; P=0,952] (GRAFICO 2). SCH23390 por si
s6 ndo afetou o resultado de ambos os testes (2,68 + 0,14 s e 117 £ 6,57 g; dados

obtidos 15 minutos apos a administragdo da droga).

6,0 1
—@— Veiculo + Veiculo

—O— DAMGO 0,3 ug + Veiculo
—v¥— DAMGO 0,3 pg + SCH23390 2 ng
—&— DAMGO 0,3 pg + SCH23390 4 pg

5,5 A

5,0 1

45 A

4,0 A

3,5 1

3,0

Laténcia de retirada da cauda (s)

2,5 A

2,0

Basal 15 30 60
Tempo (min)

GRAFICO 1 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE SCH23390
SOBRE A ANALGESIA INDUZIDA PELO DAMGO NO TAIL FLICK. SCH23390 na dose 4 ug
bloqueou 0 aumento da laténcia de retirada da cauda induzido pelo DAMGO. Asteriscos indicam onde
a droga divergiu significativamente do grupo controle (Veiculo). ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05. Nesta e nas demais figuras os dados estédo
expressos como média + EPM. Ver materiais e métodos para detalhes adicionais sobre a coleta e
andlise dos dados.
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GRAFICO 2 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE SCH23390
SOBRE A ANALGESIA INDUZIDA PELO DAMGO NO RANDALL-SELITTO. SCH23390 na dose de 6
Mg bloqueou o0 aumento do limiar de retirada da pata induzido pelo DAMGO. Asteriscos indicam onde
a droga divergiu significativamente do grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05.

Administrado na PAG em conjunto com o antagonista D2-like raclopride, o
agonista p-opiode néo foi capaz de produzir antinocicepcao significativa no tail flick
se comparado ao grupo controle [F(5,75)=6,926; P=0,923] (GRAFICO 3). Como
demonstrado no GRAFICO 4, o antagonista D2-like atenuou a antinocicep¢do do
DAMGO no Randall-Selitto na dose de 2 ug, mantendo diferenca significativa
apenas no tempo 15, em relacdo ao controle [F(15,117)=2,673; P<0,001]. Na dose
de 4 pg a antinocicepc¢ao foi completamente suprimida (F(5,117)=10,219; P=0,700).
Assim como o SCH23390, raclopride por si s6 ndo afetou o resultado de ambos os
testes (2,76 £ 0,15 s e 103 * 2,68 g; dados obtidos 15 minutos apds a administracéo

da droga).
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GRAFICO 3 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE RACLOPRIDE
SOBRE A ANALGESIA INDUZIDA PELO DAMGO NO TAIL FLICK. Raclopride bloqueou 0 aumento
da laténcia de retirada da cauda induzido pelo DAMGO na dose utilizada. Asteriscos indicam onde a
droga divergiu significativamente do grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05.
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GRAFICO 4 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRAGCAO INTRA-PAG DE RACLOPRIDE
SOBRE A ANALGESIA INDUZIDA PELO DAMGO NO RANDALL-SELITTO. Raclopride bloqueou o
aumento do limiar de retirada da pata induzido pelo DAMGO na dose de 4 ug. Asteriscos indicam
onde a droga divergiu significativamente do grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05.
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3.2.ANTINOCICEPQAO INDUZIDA PELO PIRIBEDIL FOI BLOQUEADA PELO
RACLOPRIDE E PELA NALOXONA
No tail flick ndo houve nenhuma diferenca significativa entre 0s grupos
[F(9,60)=0,780; P=0,915], como demonstrado no GRAFICO 5. No Randall-Selitto
(GRAFICO 6), a dose de 12 ug do agonista D2-like piribedil na PAG induziu um
efeito antinociceptivo transiente no teste de estimulo mecanico na pata. Entre
tratamentos, o piribedil divergiu do grupo controle apenas no tempo 5
[F(9,69)=1,768; P=0,034]. Nas menores doses (GRAFICO 6), ou administrado em
conjunto com raclopride (GRAFICO 7) ou com naloxona (GRAFICO 8), o piribedil

falhou em produzir qualquer efeito antinociceptivo.

—&— Veijculo + Veiculo

—O— Piribedil 1,5 ng + Veiculo
—w— Piribedil 6 ug + Veiculo
5 1 —A— Piribedil 12 ug + Veiculo

Laténcia de retirada da cauda (s)
N

Tempo (min)
GRAFICO 5 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE PIRIBEDIL NO
TAIL FLICK. Piribedil ndo divergiu significativamente do grupo controle nas doses utilizadas em
gualquer tempo testado. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey,
p < 0,05.
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GRAFICO 6 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE PIRIBEDIL NO
RANDALL-SELITTO. Piribedil divergiu significativamente do grupo controle na dose de 12 pg no
tempo 5 min, conforme assinalado por asterisco no grafico. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05.
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GRAFICO 7 — EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE RACLOPRIDE SOBRE A ANALGESIA
INDUZIDA PELO PIRIBEDIL NO RANDALL-SELITTO. Raclopride bloqueou 0 aumento do limiar de
retirada da pata induzido pelo PIRIBEDIL. Asterisco indica onde a droga divergiu significativamente
do grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p <
0,05.
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GRAFICO 8 — EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE NALOXONA SOBRE A ANALGESIA
INDUZIDA PELO PIRIBEDIL NO RANDALL-SELITTO. Naloxona bloqueou o aumento do limiar de
retirada da pata induzido pelo PIRIBEDIL. Asterisco indica onde a droga divergiu significativamente
do grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p <
0,05.

3.3.BICUCULINA NAO INDUZIU EFEITO ANTINOCICEPTIVO
Conforme evidenciado no GRAFICO 9, nenhuma das trés doses utilizadas de
bicuculina na PAG produziu antinocicepcdo, tanto em relacdo ao tempo

[F(3,54)=2,2289; P=0,089] quanto ao tratamento [F(3,54)=0,638; P=0,600].
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GRAFICO 9 — CURVA DOSE-RESPOSTA DA ADMINISTRAQAO INTRA-PAG DE BICUCULINA NO

RANDALL-SELITTO. Bicuculina ndo divergiu significativamente do grupo controle em qualquer tempo
testado. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05.
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3.4.AVALIAQAO DOS PADROES MOTORES NO OPEN FIELD

A TABELA 3 expbe os dados da atividade locomotora dos animais apos a
administracdo dos tratamentos na PAG. No que se refere a movimentacdo dos
animais na arena (quadrados cruzados), ocorreu um aumento significativo no grupo
gue recebeu 12 ug de piribedil gquando comparado ao que recebeu 1,5 pg e 6 ug da
mesma droga [F(3,23)=6,137; P=0,015 e P=0,0,006, respectivamente], mas nao
guando comparado ao grupo controle (P=0,635). Nao houve diferenca significativa

entre os grupos em relagdo ao numero de levantamentos.

TABELA 3 — EFEITO DOS DIFERENTES TRATAMENTOS SOBRE A
ATIVIDADE LOCOMOTORA E EXPLORATORIA

TRATAMENTO 83352@82 > LEVANTAMENTOS
(média + EpM) (Media+ EPM)

Veiculo (Salina) 18,86 + 2,05 8,43+0,84

DAMGO 0,3 ug 17,86 +3,11  6+0,66

DAMGO 0,3 ug + SCH23390 2 g~ 15,5+3,71 5,5 + 0,89

DAMGO 0,3 g + SCH23390 4 ug 15 + 1,77 7.67 + 0,56

DAMGO 0,3 g + SCH23390 6 g~ 15,86 +2,5 6,86 + 0,6

SCH23390 4 ug 17.6+2,09  64+081

DAMGO 0,3 ug + raclopride 2 ug 18,3+1,84 6,5+ 0,54
DAMGO 0,3 ug + raclopride 4 ug 19,2 +2,31 6,5+ 0,86

raclopride 4 ug 15+1,82 6,4 +0,51
Veiculo (DMSO) 22+1,76 8,2+1,02
piribedil 1,5 ug 17,67 £ 2,17 6,5+ 1,02
piribedil 6 ug 16,83 + 1,54 8+1,39
piribedil 12 pug* 24,7+1,14 9,4 +0,92
piribedil 12 ug + raclopride 4 ug 23,86 £ 1,97 9,29 £ 0,92
piribedil 12 ug + naloxona 0,5 ug 22+2,61 7,4 +£0,87
bicuculina 12,5 ng 22,67+24 9,33+1,12
bicuculina 25 ng 19,83 + 2,73 8+1,29
bicuculina 37,5 ng 21,8+1,72 9,4+1,36

ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05. Os dados estao expressos como média
+ erro padrao das médias. Ver materiais e métodos para detalhes adicionais sobre a coleta e analise
dos dados. (*) O nimero de quadrados cruzados pelos animais que receberam piribedil na dose 12
pg foi significativamente maior em relacéo aqueles que receberam as doses de 1,5 e 6 yg da mesma
droga.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que a antinocicepcao induzida pela administracédo
de agonista p-opidide (DAMGO) na PAG pode ser bloqueada pela coadministracdo
de antagonistas dopaminérgicos seletivos tanto para receptores D1-like (SHC23390)
guanto D2-like (raclopride). Este resultado foi obtido em ambos os testes utilizados,
Randall-Selitto e tail flick. Também demonstramos que a administracdo intraPAG de
agonista dopaminérgico seletivo para receptores D2-like (piribedil) induz um efeito
antinociceptivo transiente no teste Randall-Selitto, mas n&o no tail flick. O bloqueio
desse efeito pela coadministracdo de raclopride ou antagonista opidide ndo seletivo
(naloxona) indica que é mediado, de fato, por receptores dopaminérgicos D2-like e
gue o faz de maneira dependente da ativacdo de receptores opiddes. Finalmente,
demonstramos que a administragao de antagonista GABAérgico (bicuculina) na PAG
nao induz antinocicepgao no teste Randall-Selitto em ratos despertos.

O efeito antinociceptivo induzido por agonista p-opidide na PAG obtido neste
trabalho estd de acordo com a literatura (Depaulis et al., 1987, Smith et al., 1988,
Tseng and Tang, 1989, Smith et al., 1992, Rossi et al., 1994, Lane et al., 2005,
Morgan and Clayton, 2005, Meyer et al., 2009, Mehta et al., 2011). Nossos dados
indicam a participacéo de receptores dopaminérgicos D1-like e D2-like nesse efeito.
Isto estd consonante com dado de outro estudo que atenuou a antinocicepcéo
induzida pela morfina intraPAG coadministrando o-flupenthixol (antagonista
dopaminérgico ndo seletivo) (Meyer et al., 2009). Por outro lado, Flores e
colaboradores (2004) reverteram a antinocicepcéo induzida pela heroina sistémica
apenas pela coadministracdo de SCH23390. Quando eticlopride (antagonista D2-
like) foi utilizado, a analgesia da heroina se manteve. Adicionalmente, outro estudo
reverteu a antinocicepcao induzida pela estimulacao elétrica do cortex motor através
da administracdo de o-flupenthixol ou SCH23390 na PAG, enquanto eticlopride
falhou em produzir esse efeito (Chiou et al., 2013). Entretanto, esses estudos (Flores
et al., 2004, Chiou et al., 2013) induziram antinocicepcdo ao ativar indiretamente a
PAG (por administracdo sistémica de opidides ou estimulacdo do cértex motor),
enquanto nés o fizemos de maneira direta (administrando agonista p-opidide
intraPAG), o que pode justificar essa aparente contradicao.

Meyer e colaboradores (2009) fornecem evidéncias da atuacdo direta da

dopamina na PAG como um neurotransmissor antinociceptivo. Em seus
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experimentos, a apomorfina (agonista dopaminérgico ndo seletivo) na PAG induziu
analgesia quando administrada em doses cumulativas. Nesse mesmo estudo a agdo
da apomorfina foi bloqueada por eticlopride, mas ndo por SCH23390, 0 que sugere
participacdo de receptores da familia D2, ndo D1. De fato, muitas pesquisas
relacionando dopamina e analgesia ressaltam uma maior participacdo dos
receptores D2-like em diferentes regides do SNC (Rooney and Sewell, 1989, Altier
and Stewart, 1998, Magnusson and Fisher, 2000, Taylor et al., 2003, Meyer et al.,
2009, Sheng et al., 2009, Dang et al., 2011). Tendo isto em mente, e considerando
gue foram necessérias consecutivas inje¢cdes de apomorfina para produzir analgesia
na PAG, selecionamos o0 agonista seletivo para receptores D2-like, piribedil,
buscando analisar o efeito de uma dose Unica sobre a transmissdo nociceptiva.
Como esperado, o piribedil provocou o aumento do limiar de retirada da pata, o que
indica um efeito analgésico, que pode ser bloqueado pela administracdo de
raclopride. Estes dados somados nos levam a sugerir que a acdo direta da
dopamina na PAG se deva principalmente pela ativacéo de receptores D2-like.

O efeito analgésico do piribedil intraPAG também foi bloqueado pela
coadministracdo de naloxona. De fato, a ativacdo de mecanismos opidides parece
ter um papel central na analgesia mediada pela PAG (Smith et al., 1988, Tseng and
Tang, 1989, Smith et al., 1992, Pavlovic et al., 1996, Manning and Franklin, 1998,
Tershner and Helmsteller, 2000, Lane et al., 2005, Mehta et al., 2011, Chiou et al.,
2013). Entretanto, nosso resultado € a primeira evidéncia de que a analgesia
induzida por mecanismos dopaminérgicos na PAG seja dependente de opidides.
Novos estudos sdo necessarios para compreender de que forma essa dependencia
se estabelece. E possivel que, assim como a acdo dos opidides na PAG induza a
liberacdo de dopamina, esta também induza a liberacdo de opidides.

Sendo a PAG o centro da via modulatdria descendente, seria l6gico supor que 0s
efeitos da dopamina na PAG, assim como dos opidides, dependem da ativacéo
dessa via. No entanto, nossos resultados ndo suportam essa ideia, uma vez que o
piribedil ndo induziu qualquer efeito sobre a laténcia de retirada da cauda no tail flick.
Como ja descrito na metodologia deste trabalho, o tail flick avalia uma resposta
nociceptiva reflexa integrada ao nivel medular. Portanto, qualquer manipulagéo
experimental supraespinhal que o module necessariamente o faz através da via
descendente. Isto sugere que a antinocicep¢ao induzida pela ativacao de receptores

D2-like na PAG nao ocorre pela ativagdo da via descendente. Nosso dado parece
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estar de acordo com outro estudo (Flores et al., 2004), no qual foi observado que a
lesdo de neurbnios dopaminérgicos na PAG atenuou a antinocicepc¢do induzida por
opidide sistémico no teste da placa quente (hot plate), mas ndo no teste de imersao
da cauda (tail immersion). O tail immersion é um teste similar ao tail flick, tendo por
objetivo avaliar um mecanismo reflexo de resposta ao estimulo nocivo, enquanto o
hot plate envolve também a participacdo do processamento supraespinhal (Le Bars
et al., 2001, Flores et al., 2004). Desta forma, é possivel supor que a administracao
sistémica de opidides atue sobre a via descendente de forma independente dos
neurbnios dopaminérgicos na PAG, mas dependa destes, ao menos em parte, para
a ativacao de mecanismos supraespinhais de modulacao da dor.

Ao contrario do piribedil, a administracdo de DAMGO na PAG induziu
antinocicepcao nos dois testes (tail flick e Randall-Selitto). O mais importante foi
observar que a coadiministracdo de SCH23390 ou de raclopride bloquearam a
analgesia do DAMGO em ambos os testes. Isso indica que a ativacdo direta de
receptores p-opioide na PAG depende da ativacdo de receptores dopaminérgicos
para modular tanto mecanismos reflexos quanto respostas mais complexas
desencadeados por estimulo nocivo.

O mecanismo pelo qual essa relacdo entre dopamina e opidides se estabelece
nao é conhecido, mas podemos especular que vias antinociceptivas distintas podem
coexistir na PAG. Ja foi sugerido antes na literatura a existéncia de multiplas vias
inibitérias da dor neste sitio (Smith et al., 1992). Isto explicaria a diferenca na
participacdo dos subgrupos de receptores dopaminérgicos na PAG encontrada em
estudos anteriores. Uma via, ativada por neurénios opioidérgicos extrinsecos a PAG
(talvez as projecbes do nucleo arqueado liberando B-endorfina), induziria
indiretamente a liberacdo de dopamina em sinapses excitatorias (via receptores D1-
like), que, por sua vez, ativaria projecdes da PAG para outros sitios modulatorios da
dor. Outra via, dopaminérgica, atuaria em receptores D2-like, desinibindo
indiretamente neurdnios opioidérgicos (talvez encefalinérgicos) que atuariam em
outra via antinociceptiva, provavelmente supraespinhal. Sendo a hipétese das duas
vias verdadeira, ambas teriam participagcdo de receptores p-opidide, ja que tanto
SCH23390 quanto raclopride foram capazes de bloguear o efeito analgésico do
DAMGO.

Tendo em vista que ambos, dopamina e opidides, possam ter como parte de

seus mecanismos de agdo a inibicdo de interneurbnios GABAérgicos (Moreau and
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Fields, 1986, Stamford, 1995, Stiller et al., 1996, Vaughan and Christie, 1997, Fields,
2004, Meyer et al., 2009, Hahm et al., 2011, Ingram, 2012), logo se supoe que a
administracdo de antagonista GABAérgico na PAG teria um significativo efeito
analgésico. No entanto, existe controvérsia na literatura a esse respeito. Alguns
estudos demonstraram um efeito antinociceptivo (Moreau and Fields, 1986,
Sandkuler et al.,, 1989, Pan and Fields, 1996, Budai et al., 1998, Koyama et al.,
1998, Roychowdhury and Fields, 1996, McMullan and Lumb, 2006) quando
antagonista GABAérgico foi administrado na PAG em animais anestesiados. No
entanto, trabalhos que testaram esse efeito em animais acordados néo obtiveram o
mesmo resultado (Zambotti et al., 1982, Depaulis et al., 1987, Yu and Han, 1990).
Portanto, os dados da literatura suportam os resultados deste trabalho, que nao
observou qualquer efeito analgésico nas trés doses de bicuculina utilizadas. Uma
possivel explicacdo para os resultados contraditérios encontrados nos estudos
citados pode ser encontrada em revisdo de Peggy Mason (2012a), que ressalta a
possibilidade de alteracbes nos padrdes neuronais da via descendente de
modulacdo da dor em ratos anestesiados. Essas alteragcdes poderiam facilitar a
ativacdo dos mecanismos analgésicos na PAG, possibilitando os efeitos da
bicuculina (ou da picrotoxina, outro antagonista GABAérgico) relatados na literatura.

Considerando a inabilidade de antagonista GABAérgico em induzir analgesia na
PAG em ratos despertos, parece improvavel que o efeito antinociceptivo dos
opidides e da dopamina se dé exclusivamente pela inibicdo da atividade
GABAérgica. Entretanto, esta inibicdo deve ser necessaria, como demonstram 0s
estudos que bloquearam a analgesia induzida por opidides extra ou intraPAG
administrando muscimol neste mesmo sitio (Zambotti et al.,, 1982, Depaulis et al.,
1987, Munn et al., 2009). Nossa hipétese € de que diferentes mecanismos na PAG
devam ser ativados em conjunto para que haja efetiva modulacdo da dor. Os
opidides enddgenos, a dopamina e o GABA claramente possuem participacdo de
destague nesses mecanismos, mas muitas duvidas ainda precisam ser sanadas

antes que um modelo integrativo possa ser proposto.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o efeito analgésico induzido pela ativacdo de
receptores p-opidide na PAG depende, ao menos em parte, da ativacdo de
receptores dopaminérgicos. Adicionalmente, a antinocicepc¢édo induzida pela ativagédo
de receptores D2-like na PAG demanda a ativacdo de receptores opidides e
provavelmente atue em mecanismos supraespinhais. Por ultimo, antagonista
GABAérgico administrado na PAG ndo induz analgesia em ratos despertos, ao
menos em resposta a estimulo nociceptivo fasico.

Compreendemos que nossos dados, em adicdo a literatura existente, indicam
uma participacao efetiva da neurotransmissao dopaminérgica na modulacdo da dor.
Conquanto os opioides ainda sejam a principal classe de farmacos utilizada no
combate a dor cronica, tratamentos alternativos ou complementares tendo como
alvo receptores dopaminérgicos podem ser desenvolvidos na medida em que a

participacdo desses receptores na modulagéo da dor seja melhor esclarecida.
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