A-PDF Merger DEMO : Purchase from www.A-PDF.com to remove the watermari

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Filosofia, Ciéncia e Letras de Ribeirdo Preto

Departamento de Psicologia e Educacéo

Programa de P6s-Graduacdo em Psicobiologia

Papel do complexo receptor glutamato/NMDA e 0xido nitrico
no corno dorsal da medula espinal na antinocicepc¢éao induzida
pelo medo

Yara Fabrini dos Santos

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Filosofia, Ciéncias de Letras de
Ribeirdo Preto da USP, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
Mestre em  Ciéncias, éarea de
Psicobiologia

Ribeirdo Preto, SP

-2010-


http://www.a-pdf.com

Yara Fabrini dos Santos

Papel do complexo receptor glutamato/NMDA e 6xido nitrico
no corno dorsal da medula espinal na antinocicepcao induzida
pelo medo

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Filosofia, Ciéncias de Letras de Ribeirdo
Preto da USP, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias, area de Psicobiologia

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Luiz Nunes de Souza

Ribeirdo Preto, SP
-2010-



AUTORIZO A DIVULGAGCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU
ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO OU PESQUISA, DESDE QUE
CITADA A FONTE.

FICHA CATALOGRAFICA

Fabrini-Santos, Yara

Papel do complexo receptor glutamato/NMDA e éxido
nitrico no corno dorsal da medula espinal na antinocicepcéo
induzida pelo medo. Ribeirdo Preto, 2010.

57 p. :il. ; 30cm

Dissertacao de Mestrado, apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeiréo Preto/USP. Area de concentragao:
Psicobiologia.

Orientador: Nunes-de-Souza, Ricardo Luiz.

1. Camundongos. 2. Corno dorsal da medula. 3. Antinocicepcao.
4. NMDA. 5. Oxido Nitrico .6. Glutamato. 7. Labirinto em cruz
elevado.




Dedico esse trabalho...

A minha méae, meu exemplo de vida, que me ensinou que

guando se tem um sonho deve-se correr atras, pois nada nessa
vida vem de graca. Ao meu pai que mesmo do jeito dele sempre
me apoiou e incentivou. E por fim, ao meu amor pela presenca

incondicional e pelo apoio de todos os dias.

AMO VOCES!!!

“ E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se e ver a vida passar.

E melhor tentar, ainda em véo,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver”

(Martin Luther King)



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus, por trilhar meus caminhos e abengoar

minhas escolhas sempre. “Tudo posso naquele que me fortalece”

Ao Prof. Dr. Ricardo Luiz Nunes de Souza, pelos ensinamentos,
orientacdo e confianca, mesmo nos momentos em que eu desanimava,
agradeco também pelos diversos momentos de risadas na copinha do

laboratdrio. Vocé é um grande exemplo!

As técnicas do laboratério Rosana e Bete, que com o passar do

tempo se tornaram grandes amigas e companheiras.

A minha amiga e excelente secretaria do PANT, Tirene que sempre

esteve a disposicao para ajudar.

A secretaria do programa de Psicobiologia, Renata Vicentini pela

competéncia e dedicacdo e por me ajudar sempre gque precisei.

Aos professores Cledpatra Planeta e Francisco Fracasso pela

amizade e convivéncia durante esses dois anos de trabalho.

Aos funcionarios do Biotério e Transporte da FCFAr da UNESP e

tambeém aos funciondrios da Secc¢éo de Apoio.

Aos meus grandes amigos da Psicobiologia, Juliana, Carol, Eduardo
(Dudu), Roberto, Eduardo (Niquito) e Ravier por me aglentar sempre em

Ribeirdo e pelas infinitas horas de conversas na cantina do seu Zé. Um



agradecimento especial a minha amiga Ju por sempre abrir as portas da

sua casa quando precisei.

As minhas amigas de republica em Ribeirdo, Juliana, Denise e

Juzinha, amei conviver esses poucos meses com VOceés!

As minhas amigas de Braganca, Gandini, Taciana, Helena, Talita
(Tatola), Vanessa (Penélope), Ana Ligia por sempre me incentivar e fazer
rir nas horas mais dificeis. Pelos nossos encontros de todo ano onde

podiamos matar a saudade!

As minha amigas de Fartura, Carol, Tatola, Paulinha, Talitinha,
Analu, Bruna, pela companhia incondicional, pelas idas ao Espetinho para
tomar aquela cervejinha e relaxar, pelas horas de conversas dando risadas
da Carol (desculpa amiga). Enfim, meninas vocés sempre estarao

guardadas em meu coragao.

Agradeco aos meus queridos tios Neto e JO, por me carregarem para

todos os cantos durante todos esses anos.... Ja rodamos muito! Amo vocés.

Aos meus avoés (lvone, José Vieira, Cinira e Leonel) que sempre me
apoiaram em todas as circunstancias. Nunca esquecerei 0 que minha avo
Ivone me disse: Filha, estudo é a Unica coisa que ninguém tira de vocCé,

entdo, siga em frente! Vocés sdo tudo pra mim!

Aos meus grandes amores, Ygor, Yago e Miguel, obrigada por

alegrar meus dias, cada um com seu jeito. Vocés séo tudo pra mim!



Aos meus “bonsdrastos”’Isabeli e Valdeci por me acolher em suas

vidas de uma maneira que jamais irei esquecer! Amo voces.

Aos meus professores da graduacdo, pois foi através deles que me
apaixonei pela Farmacologia, vendo os desenhos do professor Carlos e
suas explicactes que me deixava fascinada. Meu muito obrigada a todos

voceés!

As minhas amigas e vizinhas de Araraquara, Nilva, Miriane e

Samira, obrigada pela companhia.

Aos meus grandes amigos e amigas de Araraquara e companheiros
de laboratorio, Vanessa, Roberta, Paulinha, Joyce, Alianda, Tati, Renata,
Kelciane, Ana Claudia, Céssia, Karina, Sheila, Egberto, Marcelo, Fabio,
Tarciso, Diego, Leonardo, Alexandre, Pauldo e Vampeta. Obrigada a todos
vocés que me ajudaram todos esses dias desde 0 momento em que entrei no
laboratério, cada um da sua maneira, alguns me fazendo rir, outros me
ensinando tudo o que precisava aprender, outros me confortando nos

momentos de tristeza e desanimo.

A UNESP/Araraquara pelo espaco cedido para a realizacdo desse

trabalho.
A CAPES pelo apoio financeiro e por ter confiado em meu trabalho.

A FFCLRP por ter me dado a oportunidade de realizar meu trabalho

e por proporcionar a divulgacdo do trabalho diversos congressos.



fslesmo que as pessoas mudem e suas vidas se reorganizem, os

amigos devem ser amigos para sempre, mesmo que ndo tenham nada em
comum, somente  compartilhar as  mesmas  recordacdes.
Pois boas lembrancas sdo marcantes, e 0 que €
marcante nunca se esquece! Uma grande amizade

mesmo com o passar do tempo é cultivada assim!

Vinicius de Moraes.



SUMARIO

RESUMO . ... e 11
AB ST RACT .. 13
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS.......cooi 15
1. INTRODUGAO .. ..ottt 16
1.1. Neurofisiologia da DOr..............coouiiiiiciiiiiiieeee. 17
1.2. Modulagao da DOr............uuuiiiiiiiiiiiiiieeeeeiee 20
1.3. Mediadores QUIMICOS.........uuurrieiieieieeeeeeeeeeiiiiinns 24
1.3.1. Glutamato/NMDA..........ccoooriiiiiieieee 24
1.3.2. Oxido Nitrico (NO).......ceoeeeeeeeeerreieeieiee e 26
2. OBJIETIVOS. ... e 29
2.1. Objetivos GeraliS...........ccceveeieieieieiiiiceee e 30
2.2. Objetivos ESpecifiCos.........cevvieeiiiiiieeeeeieeeeee, 30
3. MATERIAIS E METODOS.......cooiieeieeieeeeeee e en e 31

G 70 I B {0 To - T 32



3.2. Injegao Intratecal...........coooriiiiiiii 32

3.3. Teste da Formalina..............eceiiiiininniiieeeiiiiiii e 33
3.4, APATALOS. ....cooiiiiiiieieeiei e 34
3.5. Procedimentos..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeee e e e e 35

3.5.1. Padronizagdo das doses do NMDA.........cccoveenvivniirneennnns 35

3.5.2. Efeito da inje¢éo intratecal do NMDA no tempo de lambidas na

pata de animais submetidos ao teste da formalina..............ccocvviiiieeieiee i 35
3.5.3. Efeito da inje¢éo intratecal do NMDA na antinocicepg¢do induzida
pela exposicao dos animais ao LCE aberto............vvvvveeiiiiiiiiiiiiieee e 35

3.5.4. Padronizacao das doses do L-NAME............ccccccevieeeeeniinnnns 35

3.5.5. Efeitos da injecdo intratecal do L-NAME sobre a acdo anti-

antinociceptiva do NMDA em camundongos expostos ao LCEa............cccccevvvvvvvennn ... 36
3.5.6. Analise estatiStiCa..........c.ccvvrrieieiriee e 36
4. RESULTADOS. ...t 37
5. DISCUSSAO ..ottt 42
6. CONCLUSAO. ..ottt 49

REFERENCIAS. ... ettt 51



11

RESUMO



12

Quando confrontado com situagcdes de medo os roedores apresentam respostas
comportamentais (ex., luta, fuga, imobilidade e vocalizacdo) e neurovegetativas
(taquicardia, hipertensédo e defecacéo) que caracterizam a reacdo de defesa. Em
geral essas respostas sao acompanhadas de antinocicepcdo. Estudos
demonstram um papel do 6xido nitrico (NO) e de receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato) na mediacdo de respostas nociceptivas no corno dorsal da medula
espinal. Resultados do nosso laboratério demonstraram que a exposicdo a uma
situacdo ameagadora, como o labirinto em cruz elevado aberto ou sem paredes
(LCEa), provoca antinocicep¢do de alta magnitude em ratos e camundongos.
Assim, o presente estudo teve por objetivo investigar o papel do complexo
receptor glutamato/NMDA e NO no corno dorsal da medula espinal na resposta
antinociceptiva induzida pela exposicdo ao LCEa. Camundongos receberam
injecao por via intratecal (i.t.) de NMDA (0; 0,4 ou 0,8 nmol/5,0 pl) para avaliar
seus efeitos intrinsecos sobre a nocicep¢do. Enquanto a dose de 0,8 nmol de
NMDA provocou efeitos nociceptivos, a dose de 0,4 nmol se mostrou desprovida
de efeitos. Em seguida, nosso estudo avaliou os efeitos do NMDA (0; 0,1; 0,2 ou
0,4 nmol, i.t.) na nocicepc¢éo induzida pela injecdo de formalina 2,5% na pata
traseira direita do camundongo. Nenhuma dose de NMDA aumentou o tempo de
lambidas na pata durante os 10 minutos do teste. Assim, investigamos os efeitos
da injecéo i.t. de NMDA (0; 0,1; 0,2 ou 0,4 nmol) na antinocicepc¢éo induzida pela
exposicdo ao ambiente aversivo (LCEa) ou ndo aversivo (LCE fechado: quatro
bracos com paredes; LCEf) em camundongos pré-tratados com formalina a 2,5%
na pata traseira direita, durante 10 minutos. O tratamento com NMDA (0,4 nmol)
reverteu parcialmente a antinocicepcao induzida pela exposicdo ao LCEa, sem
afetar a resposta dos animais expostos ao LCEf. Para avaliar se os efeitos anti-
antinociceptivos do NMDA (0,4 nmol) dependem da sintese de NO, camundongos
receberam injecdo i.t. combinada de L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-éster), um
inibidor da NOS, e NMDA. O pré-tratamento com L-NAME (40 nmoles/5,0 pl i.t.)
bloqueou seletivamente os efeitos anti-antinociceptivos do NMDA. Tomados em
conjunto, nossos resultados sugerem que a antinocicepgédo induzida pela
exposicao ao LCEa pode ser parcialmente revertida pela ativacdo de receptores
NMDA e indicam que esse efeito depende da sintese de NO no corno dorsal da

medula espinal de camundongos.
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Rodents exposed to threatening situations (e.g., prey-predator interactions)
usually display defensive behaviors (e.g., fight, flight, freezing, vocalization), and
neurovegetative (e.g., tachycardia, hypertension, defecation) responses
characterized as a fear reaction. Commonly, these responses are accompanied by
antinociception. Evidence showing that the glutamate NMDA (N-methyl-d-
aspartate) receptor and nitric oxide (NO) complex located within the dorsal horn of
the spinal cord in the mediation of the nociceptive response have instigated
researchers to investigate the role of the NMDA/NO on some types of fear-induced
antinociception. This study investigated the role of the glutamate-NMDA receptor
complex and NO in the dorsal horn of the spinal cord of mice in the antinociception
induced by a potentially aversive situation, i.e., an exposure to an open elevated
plus maze (oEPM: four open arms). Mice were intrathecally (i.t.) injected with N-
methyl-D-aspartic acid (NMDA: 0, 0.4 or 0.8 nmol/5.0 ul) to assess its intrinsic
effects upon nociception. Results showed that NMDA at 0.8 nmol, but not at 0.4
nmol, was able to induce intrinsic nociceptive effect. When injected in animals pre-
treated with formalin 2.5% into the right hind paw (nociceptive test), NMDA (0, 0.1,
0.2 or 0.4 nmol, i.t.) did not change time spent licking the formalin injected paw.
Then, we investigated the effects of NMDA injection (0, 0.1, 0.2 or 0.4 nmol, i.t.) on
nociceptive response induced by formalin test in mice exposed to the oEPM
(aversive situation) or enclosed EPM (eEPM: four enclosed arms; control situation)
for 10 minutes. NMDA treatment (0.4 nmol) partially reversed the antinociception
induced by oEPM exposure without affect nociception in mice exposed to the
eEPM. Finally, we investigated whether the anti-antinociceptive effect of NMDA
would be dependent on NO synthesis by injecting L-NAME (N-nitro-L-arginine-
methyl-ester) i.t.,, a inhibitor of NOS (nitric oxide synthase), 10 minutes before
NMDA injection. L-NAME pretreatment (40 nmol/5.0 pl; i.t.) selectivelly blocked
anti-antinociceptive effect of NMDA 0.4 nmol. Taken together, our results suggest
that antinociception induced by oEPM exposure (i) is, at least in part, reversed by
NMDA receptors activation and (ii) this NMDA effect seems to be dependent on

NO synthesis within the dorsal horn of the spinal cord in mice.
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1.1. Neurofisiologia da Dor

Antigamente acreditava-se que a dor fosse uma punicdo dos deuses,
demdnios e espiritos. A palavra dor, derivada do Latim peone e do Grego poine,
significa penalidade ou punicdo. Aristételes a considerava como um sentimento, e
a classificou como uma paixdo, onde o coracdo é a fonte ou o centro de seu
processamento. Este conceito Aristotélico perdurou por dois mil anos, apesar de
Descartes, Galeno e Vesalius postularem que a dor era um sentimento em que 0
cérebro tinha um papel muito importante (STIMMEL, B, 1983' apud BAUMANN;
STRICKLAND, 2008). Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(1979), podemos defini-la como “uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel associada a leséo tecidual real ou potencial ou ainda descrita em
termos de tal lesdo” (BOND, 2006). No entanto, a dor é uma experiéncia
complexa que ndo envolve somente a transdugéo de estimulos nocivos advindos
do ambiente, mas principalmente seu processamento cognitivo emocional,
realizado pelo Sistema Nervoso Central (SNC) (JULIUS; BASBAUM, 2001).
Desse modo, temos mecanismos modulatérios atuando em regides, tais como, as
terminacdes nervosas livres, o corno dorsal da medula espinal e nas estruturas
supraespinais (MILLAN, 1999).

H& aproximadamente cem anos, Sherrington (SHERRINGTON, 19062,
apud JULIUS; BASBAUM, 2001) propés a existéncia de nociceptores (receptores
para estimulos nocivos), localizados em fibras aferentes primarias que sao
ativadas por estimulos capazes de provocar uma lesdo no tecido (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Essas fibras aferentes respondem a modalidades de estimulos
diferentes (nociceptores polimodais), e estimulos com propriedades especificas
(estimulos térmicos e mecanicos) (MEYER et al., 2006). S&o encontradas tanto
em estruturas soméaticas (0sso, pele, tecido conjuntivo e musculo) como em
estruturas viscerais (6rgdos semelhantes ao pancreas e intestino) (BAUMANN;
STRICKLAND, 2008). Além disso, podem ser divididas em trés grandes grupos,

segundo critérios funcionais e anatébmicos. Aquelas que possuem largo diametro,

! STIMMEL, B. Pain, Analgesia and Addiction. The Pharmacology of Pain. New York: Raven
Press. p.1,-2, 1983.
> SHERRINGTON, C.S. The Integrative Action of the Nervous System. Scribner. New York.1906
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denominadas de fibras aferentes AP mielinizadas, de rapida velocidade de
conducado (> 2 m/s). A maior parte, mas ndo todas as fibras A, possui terminais
periféricos especializados em detectar estimulos de baixa intensidade, detectando
assim estimulos in6cuos que ndo contribuem com a dor. Entretanto, ha também
fioras de pequeno e médio diametro que possuem terminais periféricos
especializados em detectar estimulos com altos limiares, requisitando assim,
estimulos nocivos para ativa-las e entdo produzirem dor. Entre elas estéo fibras
amielinizadas de baixa velocidade de conducéo (< 2 m/s), denominadas fibras C e
fibras mielinizadas com uma velocidade de conducdo um pouco mais rapida (> 2
m/s), denominadas fibras Ad. Ha duas classes principais de fibras do tipo Ad:
ambas respondem a estimulos mecanicos intensos, mas podem ser distinguidas
por sua capacidade de responder a estimulos de calor intenso ou como sao
afetadas pela lesdo tecidual. A maioria das fibras C é considerada como
nociceptores polimodais, pois respondem a modalidades diferentes de estimulos.
Sendo ativadas por estimulos nocivos mecanicos e térmicos, algumas sao
insensiveis a estimulos mecanicos, mas respondem ao calor nocivo. A maioria
delas também responde a estimulos quimicos nocivos, como &cido ou capsaicina
(JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM; WOOLF, 1999; HUNT; MANTHY, 2001).
Por fim, ha um tipo de nociceptores chamado de “nociceptores silenciosos” ou
“adormecidos”, que passam a ser ativados apenas quando sensibilizados por
les&o tecidual (JULIUS; BASBAUM, 2001).

As fibras aferentes primarias sao responsaveis por transformar diferentes
tipos de estimulos em despolarizacdo de membrana celular codificados em
potenciais de acdo propagantes para que entdo ocorra a liberacdo do
neurotransmissor na sinapse espinal ou no final do nervo periférico (JULIUS;
MCCLESKEY, 2006). A conexdo entre as fibras aferentes primarias e os
neurdnios de segunda ordem envolve a liberagcdo de varios neurotransmissores,
entre eles, glutamato, substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitocina (CGRP). Uma série de eventos que influenciam o processamento da
dor pode ser explicado pela interacdo entre receptor e neurotransmissor nessas
sinapses presentes no corno dorsal da medula. Por exemplo, a estimulagéo por

estimulos nocivos e nao nocivos de fibras Ap que se projetam para essa regiao da
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medula juntamente com outras fibras nociceptivas podendo levar a um efeito
inibitorio da transmisséo da dor (BAUMANN; STRICKLAND, 2008).

O corno dorsal da medula espinal é dividido em uma série de laminas,
baseando-se em critérios citoarquitetonicos como, diferencas de tamanho e
densidade dos neurbnios. As laminas | e Il sdo frequentemente chamadas de
superficiais e constituem o principal alvo das fibras aferentes primarias.
Entretanto, laminas mais profundas (Ill e V) também possuem um papel
importante na dor (TOOD; KOEBER, 2006). As fibras aferentes primarias (Ad, Ap
e C) penetram pela raiz dorsal e terminam principalmente nas laminas I, Il e V do
corno dorsal da medula, onde efetuam sinapses com neurbnios de segunda
ordem ou com os interneurdnios (CRAIG, 2003). Sendo assim essa regido da
medula espinal funciona como uma estacao relé para a transmissdo da dor de
estruturas periféricas para algumas regiées no encéfalo (MELLO; DICKENSON,
2008).

Em resumo, apds a injuria, ocorre a transmisséo da dor até o corno dorsal
através das fibras aferentes primarias, e dai essa informacéo é conduzida até o
encéfalo, através de vias ascendentes (MELLO; DICKENSON, 2008).

Apbs interacbes diretas ou indiretas com neurbnios de proje¢cdo do corno
dorsal da medula espinal, os axdnios de neurdnios de segunda ordem constituem
fasciculos que formam feixes ou vias que transmitem o0s impulsos nociceptivos
para estruturas encefalicas e diencefalicas incluindo, tdlamo, matéria cinzenta
periaquedutal (MCP), regido parabraquial, formacado reticular, complexo
amidaloide, nucleo septal e hipotalamo, dentre outras (ALMEIDA, 2004).

A neuroanatomia e organizacdo dessas vias ascendentes da dor sdo
altamente complexas. Existem dois principais tipos de vias ascendentes
identificadas, as quais podem ser convenientemente chamadas de vias mono ou
polissinapticas. As vias monossinapticas incluem os feixes: espinotalamico,
espinoreticular, espinomesencefalico, espinoparabraquio-amidaldide,
espinoparabraquio-hipotalamico, espino-hipotalamico e neoespinotalamico. Essas
vias sdo filogeneticamente mais recentes, projetam-se diretamente para

estruturas encefalicas e estdo relacionadas com a transmissao da dor rapida ou
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aguda, possuem poucas sinapses, sendo a primeira na medula, a segunda no
complexo ventral posterior do tadlamo e a terceira no cértex somatossensorial
primario. J4 as vias polissinapticas (trato paleoespinotalamico, espinocervical e
coluna dorsal polissinaptica) sdo vias mais recentes que possuem varias estacoes
relés em estruturas bulbares, pontinas e mesencefélicas antes de alcancar
estruturas prosencefélicas, sdo responsaveis por conduzir a informacdo nociva
em baixa velocidade e estdo relacionadas com a dor lenta ou crénica (MILLAN,
1999; DOSTROVSKY; CRAIG, 2006; ALMEIDA, 2004).

Dependendo de suas caracteristicas a dor pode ser classificada em aguda
ou cronica. A dor cronica se caracteriza por ser persistente e que ultrapassa o
dano causado e/ou a injaria no nervo. Pode ser espontanea (ndo é eliciada por
estimulos externos), provocada pela presenca da hiperalgesia (um aumento da
dor, o qual é desencadeado por estimulos nocivos de baixa intensidade) e/ou pela
alodinia (dor eliciada normalmente por estimulos ndo nocivos). A dor crénica nao
possui um papel fisiolégico, ou seja, ndo tem valor adaptativo. Ao contrario da
cronica, a dor aguda possui a funcdo de proteger nosso organismo contra
influéncias externas danosas, através da ativacdo fasica de nociceptores por
estimulos nocivos. Desde modo, evoca respostas protetoras, como reacdo de
fuga e/ou retirada motora para que cesse a exposi¢cado ao estimulo nocivo, assim
eliminando-a (MILLAN, 1999).

1.2. Modulagéo da Dor

A relacdo entre a intensidade da dor e o estimulo periférico que a evoca
depende de inumeras variaveis que incluem a presenca de outro estimulo
somatico e fatores psicologicos como atencdo, expectativa e alerta. Estes fatores
psicolégicos em questdo sao influenciados por dicas contextuais que ditam a
significancia do estimulo e ajudam a determinar uma resposta apropriada. Por
exemplo, individuos que sofreram alguma injuria traumatica durante competicdes
ou combates frequentemente relatam auséncia de dor, apesar dessa mesma
injuria ser extremamente dolorosa em outras circunstancias. A modificacdo da

resposta neural, comportamental e subjetiva da dor por estimulos sensoriais
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concomitantes e por situacbes de alerta, expectativa e atencdo resulta na
ativacdo de redes no sistema nervoso central que modulam a transmissao
nociceptiva (FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2006).

Deste modo, em certas condi¢des, tanto a dor como a sua ameaca pode
eliciar diferentes respostas comportamentais, endocrinas (secrecdo de
corticosterona) e ativacdo simpatica (taquicardia e hipertenséo) que, juntas com a
resposta de antinocicepcéo transitoria, melhoram o desempenho do repertorio
comportamental, permitindo o sucesso frente a encontros agressivos (ex., numa
interacdo presa vs predador) e outras situacdes que ameace a integridade do
individuo (MILLAN, 1999). O sistema de modulacdo da dor foi proposto
primeiramente por Head e Holmes no inicio de 1911, entretanto, a existéncia de
um sistema especifico modulatério da dor foi discutido em detalhes em 1965, por
Melzack e Wall (MELZACK; WALL, 1965° apud FIELDS; BASBAUM:;
HEINRICHER, 2006).

O mecanismo supracitado faz parte das vias inibitorias descendentes, onde
o sistema defensivo é ativado frente a situacdes de estresse ou medo, o que
permite ao animal exibir respostas defensivas ao invés de gastar seu tempo com
comportamentos recuperativos, promovendo um aumento nas chances de
sobrevivéncia. Neste sentido, segundo Bolles e Fanselow (1980) a inibicdo da
resposta nociceptiva é de fundamental importdncia para a sobrevivéncia do
individuo (BOLLES; FANSELOW, 1980" apud HARRIS, 1996).

O sistema inibitorio descendente tem como estrutura essencial a matéria
cinzenta periaguedutal (MCP). A estimulacdo dessa area em animais produz
analgesia, enquanto as respostas a outros estimulos ambientais (alerta e
atencdo) permanecem intactas. Entretanto, estdo ausentes as respostas
esperadas com aplicacdo de estimulos nocivos como orientacdo, vocalizacéo e

fuga. Esse mesmo efeito observado em animais também pode ser observado em

® MELZACK, R; WALL, P.D. Pain Mechanisms: a new theory. Science. v. 150, p971-979, 1965.

* BOLLES, R.C.; FANSELOW, M.S. A perceptual-defensive-recuperative model of fear and pain.
Behavioral and Brain Sciences, Amsterdam, v. 3, p. 291-322, 1980.
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pacientes com dores cronicas, onde a estimulagdo da MCP produz analgesia sem
gue ocorra qualquer outro tipo de resposta defensiva, como, por exemplo, a fuga.
A descoberta desse papel da MCP foi de grande valor para o avanco no
entendimento dos mecanismos envolvidos na modulacdo da dor (FIELDS;
BASBAUM; HEINRICHER, 2006). Corroborando as citagbes acima, pesquisas
vém demonstrando que a MCP faz parte de um circuito do sistema nervoso
central (SNC) que controla a transmissdo nociceptiva processada na medula
espinal (FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991).

Neste sentido, neurénios do corno dorsal da medula espinal sédo inibidos
pela estimulacdo dessa estrutura, e lesbes no funiculo dorso lateral bloqueiam a
inibicAo do SNC sobre neurbnios do corno dorsal e respostas reflexas
nocifensivas. Entretanto, além da MCP, diferentes areas (amigdala, hipotalamo,
locus coeruleus e nicleo magno da rafe) podem ser ativadas tanto por medo inato
(p. ex., predador) ou medo apreendido, levando o animal a exibir diferentes
respostas comportamentais, autonémicas bem como a reducgéo da sensibilidade a
dor (FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2006; HARRIS, 1996 LESTER;
FANSELOW, 1985; KAVALIERS, 1988). Sendo assim, diante de situacfes
ameacadoras (ex., predador), os animais apresentam um conjunto de respostas
comportamentais e neurovegetativas geralmente acompanhadas por
antinocicepcao (p. ex., KELLY, 1986; RODGERS, 1995).

O estudo desses mecanismos modulatérios da dor tem sido muito
desafiador. Entretanto, um significante progresso tem sido feito, e varias
estruturas e fatores envolvidos com sua ativacéo elucidados (FIELDS; BASBAUM,;
HEINRICHER, 2006).

Os mecanismos subjacentes a antinocicepc¢éo induzida pelo medo tém sido
alvo de muitas investigagdes, levando para tal fim o emprego de modelos animais
originalmente desenvolvidos para o estudo da ansiedade. Neste intuito, o labirinto
em cruz elevado (LCE) tem sido usado para avaliar se o0 medo desencadeado
pela exposicdo ao aparato também altera a nocicepcao (LEE; RODGERS, 1990;
TAUKULIS; GOGGIN, 1990, CONCEICAO et al., 1992).
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O LCE é um modelo animal de ansiedade originalmente descrito por Pellow
et al., (1985), usando ratos como sujeitos experimentais, sendo posteriormente
validado para camundongos (STEPHENS et al., 1986; LISTER, 1987). Este
modelo baseia-se no medo natural de roedores a espacos abertos e é
frequentemente usado para avaliar a ansiedade bem como o potencial ansiolitico
ou ansiogénico de drogas. Sendo assim, quando o animal é colocado no centro
do labirinto (no cruzamento entre os bracos), o qual possui dois bragos abertos
unidos perpendicularmente a dois bracos fechados, demonstra preferéncia pela a
exploragdo do compartimento fechado. Este modelo elicia no animal reagbes de
conflito associadas, por um lado, aos impulsos exploratorios (exemplo,
reconhecimento do ambiente) e, por outro, a aversao desencadeada pelos locais

abertos.

Recentes resultados em nosso laboratério demonstraram que a exposi¢ao
de camundongos aos LCE padréo, fechado (semelhante ao padrdo, porém com
todos os bracos protegidos por paredes) ou aberto (também semelhante ao LCE
padrdo, porém com todos os bracos sem paredes) interfere de maneira diferencial
na resposta nociceptiva induzida pela injecdo de formalina na pata. Enquanto a
exposicao ao LCE padrédo ndo altera consistentemente a resposta nociceptiva, a
exposicdo ao LCE aberto resulta em expressiva antinocicep¢cdo (MENDES-
GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005). Tais resultados sugerem que a situacéo de
conflito gerada pela exposicdo ao LCE padrdo mostra-se insuficiente para ativar
mecanismos inibitérios da dor. Entretanto, quando expostos a uma situacao de
perigo iminente e inescapavel, como o LCE aberto, a antinocicepcdo é
evidenciada. Segundo Mendes-Gomes e Nunes-de-Souza (2005), a inje¢ao intra-
MCP de midazolam nao altera a antinocicepcao induzida pelo LCE aberto no teste
de formalina, sugerindo, portanto, que 0s receptores benzodiazepinicos desta
estrutura mesencefalica ndo participam da mediacdo dessa resposta.
Corroborando esses resultados, Miguel (2006) concluiu que a injecédo intra-MCP
de inibidores da sintese de Oxido nitrico (NO), como o NPLA (Nw-propil-L-
arginina) nao reverte a antinocicepgao induzida pela exposicédo ao LCE aberto. No
entanto, a injecao intra-MCP de NPLA foi capaz de reverter a antinocicepgdo

provocada pela injecdo de NMDA nessa mesma estrutura mesencefalica
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(MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006). Esses resultados inconsistentes apontam
para a necessidade de novas investigacdes sobre o papel do 6xido nitrico da
MCP na antinocicepcdo induzida por estimulos aversivos ambientais, como a

exposicao ao LCE aberto.

1.3. Mediadores quimicos

As injurias ou as enfermidades frequentemente resultam em dor ou
hiperalgesia. Estes eventos sensoriais anormais tém origem, pelo menos em
parte, na ativacdo de mediadores inflamatérios em fibras aferentes primarias de
neurdnios nociceptivos (McMAHON; BENNETT; BEVAN, 2006). Temos também
mediadores quimicos atuando na transmissao da resposta nociceptiva no SNC.
Dentre os varios mediadores quimicos da dor (central e/ou periférico), o
glutamato, o Oxido nitrico, a substancia P, as cininas e as prostagladinas
desempenham papéis importantes.

1.3.1. Glutamato/NMDA

Os aminoacidos excitatérios, principalmente o glutamato e o aspartato, séo
considerados 0s maiores neurotransmissores envolvidos na sinalizacdo da
transmissdo nociceptiva no corno dorsal da medula espinal. Além do
envolvimento com a sinalizacdo nociceptiva o glutamato também desempenha
diferentes funcdes incluindo a sinaptogénese, plasticidade sinaptica, refinamento
de conexdes e morte celular (URCH; RAHMAN; DICKENSON, 2001). As funcbes
do glutamato foram descritas inicialmente no sistema nervoso central, mas este
neurotransmissor também exerce um papel importante na sinalizacdo de tecidos
como 0ssos, pele, astrocitos, coracdo, pancreas e medula O0ssea (SKERRY;
GENEVER, 2001).

Basicamente suas acdes estdo ligadas a diferentes receptores que séo
divididos em duas grandes subcategorias: receptores metabotropicos e
ionotropicos. Os receptores ionotropicos sdo acoplados a canais ibnicos, podendo

ainda ser subdivididos em trés grupos distintos, conforme sua permeabilidade a
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ions e ativacdo por ligantes, sdo eles: receptores NMDA, cainato e AMPA (a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato).  Estes  dois  Udltimos  sao
denominados receptores do tipo ndo-NMDA (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998;
YOU et al., 2003).

Como em grande parte das sinapses excitatérias do sistema nervoso, a
maioria dos terminais pré-sinapticos excitatorios do corno dorsal da medula
espinal libera glutamato que ativa receptores ionotropicos localizados em
neurénios pos-sinapticos (WOOLF; SALTER, 2006).

Segundo Mello e Dickenson (2008), o glutamato liberado por fibras
aferentes primarias em resposta a dor aguda e estimulacdes nocivas persistentes
atua em receptores AMPA e NMDA, respectivamente. Diante da alta e persistente
estimulacdo de fibras C, ocorre a amplificacdo e prolongamento das respostas
dos neurdnios localizados no corno dorsal. Esse aumento da atividade é resultado
da ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Entretanto, quando
ocorre apenas uma baixa frequéncia de estimulos nocivos ou tateis, como, por
exemplo, na dor aguda, ndo h& a possibilidade de ativacdo dos receptores NMDA,
visto que nessas condi¢Bes o0s canais de ions desses receptores sdo bloqueados
por niveis normais de magnésio, encontrados em tecidos nervosos. Estes canais
de magnésio requerem uma despolarizacdo da membrana, permitindo assim que
ocorra a ativacdo dos receptores NMDA e consequentemente a abertura de
canais de calcio.

Ha varias evidéncias do envolvimento dos receptores NMDA no
desenvolvimento de sensibilizacdo central, associada com a sustentacdo dos
impulsos nociceptivos em modelos animais de dor inflamatéria, em particular na
segunda fase do teste da formalina (HALEY; SULLIVAN; DICKENSON 1990).

Deste modo, a ativacdo dos receptores NMDA est4 predominantemente
associada com estados de ativacdo prolongados de fibras aferentes e com o
desenvolvimento da hipersensibilidade central. Ambos estados estdo associados
com as respostas frente ao teste da formalina (CHAPMAN et al., 1995). Vérias
alteracdes intracelulares associadas com a ativacdo do receptor NMDA séo

essenciais para o desenvolvimento da hipersensibilizagdo central como, por
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exemplo, o influxo de calcio nos neurdnios, via canais associados com o receptor
NMDA (MAYER; WESTBROOK, 1987). Eventos semelhantes sdo funcionalmente
relevantes para a transmissao nociceptiva, visto que a administracdo de
antagonistas de canais de calcio reduz drasticamente a segunda fase do teste da
formalina, enquanto na primeira fase ha apenas um leve efeito desses
antagonistas (MALMBERG; YAKSH, 1994). Esse aumento do nivel intracelular de
calcio, devido a ativacdo de receptores NMDA, estimula imediatamente a
expressdo do gene c-fos, e reciprocamente o seu bloqueio inibe essa expressao
(CHAPMAN et al., 1995). Corroborando esses resultados, Rahman et al. (2002)
demonstraram que a expressao da proteina fos no nivel da camada superficial do
corno dorsal da medula espinal, em resposta a estimulacdo nociceptiva (térmica
ou mecanica), ou pela injecdo de formalina na pata do animal, € reduzida pela
injecdo intratecal de antagonista de receptores do tipo NMDA, sugerindo
novamente o envolvimento desses receptores na expressdo dessa proteina,

através de diferentes tipos de estimulacdo nociva.

Recentes trabalhos vém dando suporte a idéia de que a ativacdo dos
receptores NMDA no corno dorsal da medula (por exemplo: apés a lesao tecidual
periférica) pode induzir um aumento persistente da nocicepcédo via producdo de
oxido nitrico (LI; TONG; EISENACH; FIGUEORA, 1994; MELLER; DYKSTRA;
GEBHART, 1996; MELLER; GEBHART, 1993).

1.3.2. Oxido Nitrico (NO)

O oOxido nitrico € uma dentre muitas moléculas encontradas no SNC. Este
mensageiro neuronal foi primeiramente identificado como um fator de relaxamento
derivado do endotélio, responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa dos
vasos (FREIRE et al., 2009). O NO é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), a partir da reagéo de biossintese de L-arginina em L-citrulina. A ativacao
dessa enzima é dependente da interacdo com a calmodulina, que por sua vez, é
controlada pelos niveis de célcio através da ativacdo dos receptores
glutamatérgicos (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; GARTHWAIT et al., 1989;
GUIX et al., 2005; MOREIRA; MOLCHANOV; GUIMARAES, 2004).
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As diferencas de especificidade, relacdo com inibidores e diferencas de
substratos sugerem que ha diferentes subtipos de NOS. Neste sentido, foi
confirmado, através de estudos de clonagem e caracterizacdo, trés distintas
isoformas de NOS. Entre elas temos a NOSi (descrita como induzivel por
citocinas em macrofagos e hepatécitos, também conhecida como NOS do tipo II),
a NOSe (identificada como constitutiva em células endoteliais, também conhecida
como NOS do tipo Ill) e por fim, e também a do nosso interesse, a NOSn (definida
como constitutiva encontrada em tecidos neuronais, também conhecida como do
tipo 1) (KNOWLES; MONCADA, 1994). As enzimas constitutivas estéo
normalmente presentes nas células, enquanto as outras sao induzidas por algum
estimulo externo durante um processo infeccioso, onde as células ativadas como
macrofagos, neutrofilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO
(QUEIROZ; BATISTA, 1999; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A sintese de o6xido nitrico via NOSe no endotélio vascular ocorre em
resposta a liberacdo de acetilcolina, ja a sintese de 6xido nitrico via NOSi ocorre
em resposta a liberacdo de citocinas em macréfagos, entretanto, a sintese via
NOSn ocorre em respostas a liberacdo do glutamato (KNOWLES; MONCADA,
1994).

Em nivel de sinapse neuronal, a estimulacdo do neurdnio leva a liberacéo
de glutamato que se liga aos seus receptores do tipo NMDA. Enquanto persistir
essa unido (glutamato/receptor NMDA), o célcio é capaz de entrar no citoplasma
do neurénio pos-sinaptico levando a ativacdo da NOSn, resultando na sintese de
NO. Assim, o NO recém sintetizado deixa o neurbnio pdos-sinaptico por difusdo
direta pela membrana da célula. O NO desempenha um papel como mensageiro
retrogrado, difundindo-se do neurdnio pds-sinaptico e retornando para o neurénio
pré-sinaptico onde ativa a enzima guanilato ciclase. A guanilato ciclase catalisa a
reacao que produz guanosina monofosfato ciclase (GMPc). A GMPc, por sua vez,
desencadeia 0 processo que resulta na liberacdo do glutamato e o ciclo se repete
(QUEIROZ; BATISTA, 1999).

Estudos conduzidos por Skilling et al. (1988) demonstraram que na

segunda fase do teste de formalina h& liberagdo de glutamato e aspartato e,
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consequentemente, ha sintese de 6xido nitrico no corno dorsal da medula espinal.
Além disso, ha varias evidéncias de que tanto o NO como a GMPc estédo
envolvidos com o processo nociceptivo (MELLER; GEBHART, 1993; DUARTE;
FERREIRA, 2000; SEMOS; HESDLEY, 1994; HOHEISEL; UNGER; MENSE,
2005).

Ha relatos na literatura que indicam que a injecao intratecal de inibidores
da sintese de NO (ex., L-NAME) podem reduzir as respostas nociceptivas
apresentadas durante o teste de formalina, sugerindo uma contribuicdo do NO
durante respostas nociceptivas prolongadas induzidas por estimulos quimicos
periféricos (para revisdo ver, SAKURADA et al., 1996).

Estas observacdes suportam a hipotese de que receptores glutamatérgicos
espinais, particularmente o subtipo NMDA, possuem um papel importante na
codificacdo de informacBes aferentes que apOs a injaria do nervo ou tecido,
aumentam a liberacdo de glutamato espinal o que acarreta em uma hiperalgesia
(CHAPLAN; MALMBERG; YAKSH, 1997).

Deste modo, considerando que o corno dorsal da medula é uma regido
crucial na transmissdo de respostas nociceptivas, e que animais diante de
situacOes ameacadoras apresentam um conjunto de respostas comportamentais
e neurovegetativas geralmente acompanhadas por antinocicepcéo (KELLY, 1986;
RODGERS, 1995), parece ser relevante estudar o papel de receptores NMDA e
do Oxido nitrico em animais expostos a situacbes ameacadoras, como o LCE
aberto.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo geral investigar o papel do complexo
receptor glutamato/NMDA e 6xido nitrico no corno dorsal da medula espinal na

antinocicepcéao induzida pelo medo em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificar uma dose de NMDA, administrada por via intratecal,

desprovida de atividade intrinseca sobre a nocicepcao.

- ldentificar doses de NMDA intratecal desprovidas de atividade intrinseca
sobre a resposta nociceptiva induzida pela injecdo de formalina 2,5% na pata de

camundongos.

- Investigar os efeitos das injecBes intratecal de NMDA sobre a

antinocicepc¢ao induzida pela exposicdo de camundongos ao LCE aberto.

- Identificar uma dose intratecal de L-NAME, inibidor da enzima de sintese
de NO, desprovida de atividade intrinseca sobre a resposta nociceptiva induzida

pelo teste de formalina a 2,5% na pata de camundongos.

- Avaliar se os efeitos da injecdo intratecal de NMDA sobre a
antinocicepc¢dao induzida pela exposicdo ao LCE aberto podem ser revertidos pelo

pré-tratamento local com L-NAME.
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3. MATERIAIS E METODOS
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Foram utilizados camundongos albinos machos (23-33 g), provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista UNESP. Os animais (n= 6 a
15) foram mantidos em condi¢Oes controladas de temperatura (23 = 1 C°),
umidade (55 + 5%) e luz (ciclo de 12/12 horas, luzes acesas as 07:00) e tiveram
acesso livre ao alimento e a 4gua, exceto durante os periodos dos experimentos.
Os experimentos realizados neste projeto estdo de acordo com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), baseadas na
US National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.
Além disso, todos os procedimentos foram analisados e aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa local (Protocolo: CEP-FCFar 44-2008).

3.1. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: NMDA (N-metil-D-aspartato),
agonista dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (0,1; 0,2; 0,4 ou 0,8 nmol)
e também o L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-éster), um inibidor ndo seletivo da
enzima de sintese de 6xido nitrico (NOS; 40 e 80 nmoles). As drogas foram
preparadas no momento do teste, em solucdo salina fisiolégica. Todas as doses
dos compostos acima foram baseadas em um estudo conduzido por SAKURADA
et al. (1996) e também em experimentos piloto em nosso laboratério. As drogas
foram administradas através da técnica da injecao intratecal, num volume de 5,0
pl. Para atenuar eventual estresse do procedimento de injecdo, 0s animais

sofreram habituacao as condi¢cdes experimentais no dia anterior aos testes.

3.2. Injegéo Intratecal

De acordo com os procedimentos descritos na literatura por Hylden e
Wilcox (1980), a injecao intratecal (ilustrada na Fig. 1) consiste numa técnica de
rapida execucdo e com um alto grau de acuréacia e reprodutibilidade, na qual o
experimentador segura o animal pela regido da crista iliaca e insere a agulha

gengival no espaco subaracnoide, entre as vértebras L5 e L6. Apds a injecao, a
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agulha gengival, que esta conectada a uma seringa de Hamilton de 25ul, é

cuidadosamente removida.

L5el6

Figura 1: Fotografia ilustrando a técnica da injecéo intratecal. Em A: localizagédo da crista iliaca. Em B: realizagao da i.t
através da agulha gengival conectada a seringa de Hamilton. Em C: representacéo da localizagdo das vértebras L5 e L6
(Retirado de BRAGA-SILVA et al., 2007).

3.3. Teste da formalina

O teste de formalina é um modelo amplamente utilizado para avaliar
comportamentos nociceptivos em roedores (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK,
1994). A injecdo de formalina provoca uma resposta nociceptiva bifasica
(DUBBUISSON; DENNIS, 1977). A primeira fase (fasica) é observada nos
primeiros 5 minutos, enquanto a segunda fase (tonica) inicia-se depois de 20
minutos da injecdo de formalina e dura por volta de 40-50 minutos. A primeira
fase € ocasionada predominantemente pela estimulacédo direta de nociceptores
(LE BARS; GAZARIU; CADDEN, 2001) enquanto a segunda fase parece ser
dependente da combinacdo de uma reacdo inflamatéria no tecido periférico
injuriado, com mudancgas funcionais no corno dorsal da medula espinal (TJOLSEN
et al., 1992; McCALL; TANNER; LEVINE, 1996). Essas mudancas funcionais,
analogas ao mecanismo de potencializacgdo a longo prazo, devem-se
provavelmente, a atividade neural continua produzida durante a primeira fase,
pois sua atenuacao, quando por exemplo o animal é exposto ao estresse, resulta
em hipoalgesia na fase tonica (VACCARINO et al., 1992). Tem sido demonstrado
que a injecdo de formalina produz um imediato aumento de glutamato e aspartato
na medula espinal (SKILLING et al., 1988), e a administracdo de MK-801 (Maleato
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de Dizilpina), antagonista ndo competitivo de receptores NMDA, reduz a resposta
dos neurdénios no corno dorsal a formalina (HALEY; SULLIVAN; DICKENSON,
1990). No presente estudo, os camundongos foram tratados com 50 pL de
solucédo de formalina a 2,5%, injetada subcutaneamente na superficie dorsal da

pata traseira direita.

3.4. Aparatos

Para avaliacdo das respostas comportamentais, foram utilizados uma caixa
de vidro (30 X 20 X 25 cm) (ver Fig. 2A), que consistiu num ambiente neutro para
o animal, e os labirintos em cruz elevado (LCE) aberto (ver Fig. 2B) (LCEa,
situacdo aversiva) e fechado (ver Fig. 2C) (LCEf, situacao controle). O LCEf é
feito de acrilico transparente e consiste em dois bracos fechados (30 x 5 x 15 cm),
unidos ortogonalmente a outros dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm), elevados
38,5 cm do solo por um suporte de madeira. O LCEa é semelhante ao LCEf,

exceto pelo fato de ser formado por quatro bracos abertos (30 x 5 x 0,25 cm).

Os camundongos foram individualmente colocados sobre a plataforma
central com a cabeca voltada para um dos bracos (a posicdo de colocacdo do
animal no labirinto foi semelhante para os dois aparelhos) e puderam explorar o
labirinto por 10 minutos. Todos os dois LCE foram posicionados de modo

semelhante na sala experimental.

(A) (B) ()

Figura 2: Apresenta os diferentes tipos de aparatos em que os animais foram submetidos durante a realizagdo desse

trabalho. Letra A: caixa de vidro; B: labirinto em cruz elevado aberto (LCEa); C: labirinto em cruz elevado fechado (LCE().
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3.5. Procedimentos

3.5.1. Padronizacéo das doses do NMDA

Inicialmente, o estudo procurou identificar uma dose de NMDA que né&o
produzisse efeitos per se no tempo de lambidas na pata. Assim, foram utilizadas
as doses de 0,4 nmol e 0,8 nmol num volume de 5,0 ul, tendo como grupo
controle os animais que receberam salina. Imediatamente apds a injecdo
intratecal, cada animal foi colocado na caixa de vidro por 10 minutos, para o

registro do tempo de lambidas na pata (minuto a minuto/tempo total).

3.5.2. Efeito da injecéo intratecal do NMDA no tempo de lambidas na pata de

animais submetidos ao teste da formalina

Com os resultados obtidos na etapa de padronizacdo da dose do NMDA,
foi realizado um novo experimento para avaliar se o NMDA aumentaria o tempo
de lambidas na pata de camundongos previamente tratados com injecdo de
formalina a 2,5% na pata traseira direita. Assim, 20 minutos ap6s a injecdo de
formalina, camundongos receberam injecéo intratecal de NMDA (0; 0,1; 0,2 ou 0,4
nmol/5,0 ul) e foram imediatamente expostos a caixa de vidro por 10 minutos,

para o registro do tempo de lambidas na pata.

3.5.3. Efeito da injecdo intratecal do NMDA na antinocicepc¢édo induzida pela

exposi¢cao dos animais ao LCE aberto

Vinte e cinco minutos apos a injecdo de formalina a 2,5% na pata traseira
direita, cada camundongo recebeu injecao intratecal do NMDA (0; 0,1; 0,2 ou 0,4
nmol/5,0 ul) e foi imediatamente exposto por 10 minutos ao LCEa ou LCEf para o

registro do tempo de lambidas na pata tratada com formalina 2,5%.

3.5.4. Padronizacéo das doses do L-NAME
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Nesta etapa do estudo, procuramos identificar uma dose de L-NAME
desprovida de efeitos intrinsecos sobre o tempo de lambidas na pata tratada com
formalina 2,5%. Para tal, os animais foram previamente tratados com formalina
2,5% na pata direita traseira, apds 15 minutos receberam injecéo intratecal de L-
NAME (40 ou 80 nmoles/5,0 pl) e, apés 10 minutos, os animais foram colocados
na caixa de vidro para o registro do tempo de lambidas na pata tratada por 10

minutos.

3.5.5. Efeitos da injecdo intratecal do L-NAME sobre a acédo anti-

antinociceptiva do NMDA em camundongos expostos ao LCEa.

Quinze minutos apés a injecdo de formalina a 2,5% na pata direita traseira,
cada camundongo recebeu injecao intratecal de L-NAME (0 ou 40 nmoles/5,0 pl)
e, apos 10 minutos, injecao intratecal de NMDA (0 ou 0,4 nmol/5,0 pl), sendo, em
seguida, exposto ao LCEa para o registro do tempo de lambidas na tratada com

formalina 2,5%, por 10 minutos.

3.5.6. Andlise estatistica

Todos o0s resultados foram inicialmente submetidos ao teste
homogeneidade das variancias de Levene. Em caso de valores significativos de p,
os dados foram transformados em escala logaritmica, raiz quadrada ou cubica
antes do prosseguimento da analise estatistica. Os dados foram submetidos as
andlises de variancia (ANOVA) unifatorial, bifatorial (fator 1: tipo de labirinto; fator
2: tratamento ou fator 1: tratamento; fator 2: tempo) e multifatorial [fator 1. pré-
tratamento; fator 2: tratamento; fator 3: tempo (intervalos)], em seguida ao teste
de comparagGes multiplas de Duncan. Valores de p iguais ou inferiores a 0,05

foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS
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A Figura 3 (A-B) mostra os efeitos de injecdes de NMDA (0O; 0,4 ou 0,8
nmol/5,0 pl, i.t.) sobre a resposta nociceptiva (tempo de lambidas na pata) de
camundongos. A ANOVA unifatorial revelou diferencas significativas para o fator
tratamento (F,.7 = 7,23, p<0,05). O teste de comparacdes multiplas de Duncan
revelou que os animais tratados com NMDA 0,8 nmol aumentaram o tempo de
lambidas na pata, comparados aos animais NMDA 0,4 nmol e salina (ver Fig 3B).
Além disso, a ANOVA bifatorial (tratamento vs tempo) revelou diferencas
significativas para o fator tratamento (F,,7 = 6,12, p<0,05), tempo (Fg24 = 4,23,
p<0,05) e interacdo entre os fatores (Fis2s = 4,43, p<0,05). O teste de
comparacdes multiplas de Duncan revelou que 0s animais tratados com NMDA
0,8 nmol apresentaram um aumento no tempo de lambidas na pata logo nos
primeiros 3 minutos do teste quando comparado aos animais NMDA 0,4 nmol e

salina, cuja descricédo se encontra na figura 3A.
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Figura 3 — Efeito da injegdo intratecal com NMDA (0; 0,4 ou 0,8 nmol/5,0 pl) sobre a resposta nociceptiva (tempo de
lambidas na pata) de camundongos(n=10/grupo), avaliada (A) minuto a minuto e (B) no total de 10 minutos de teste.
*p<0,05 comparado ao grupo salina.

A Figura 4 mostra os efeitos da inje¢éo intratecal do NMDA (0; 0,1; 0,2 ou 0,4
nmol/5,0 pl) no tempo de lambidas na pata tratada com formalina. A ANOVA
unifatorial revelou ndo haver diferenca significativa entre os grupos tratados com
diferentes doses do NMDA (Fs4 = 0,57, p >0,05), quando os animais foram

expostos a caixa de vidro por 10 minutos.
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Figura 4- Avaliagéo da resposta nociceptiva (tempo de lambidas na pata) induzida pela injegao de formalina a 2,5%
na pata traseira direita em camundongos (n=8-12/grupo) que receberam injecao intratecal de NMDA (0; 0,1; 0,2 ou
0,4 nmol/5,0 pl).

A Figura 5 mostra os efeitos da injecao intratecal de NMDA (0; 0,1; 0,2 ou
0,4 nmol/5,0 pl) sobre a resposta nociceptiva induzida pela injecdo de formalina
na pata em camundongos expostos ao LCEf e LCEa. A ANOVA bifatorial revelou
haver diferencas significativas para o fator tipo de labirinto (F1 103 = 303,74, p <
0,05) bem como para o fator tratamento (Fs103 = 3,20, p < 0,05), porém néo
significativo para a interacéo tipo de labirinto versus tratamento (F3103 = 1,54, p >
0,05). O teste post hoc de Duncan confirmou uma diminuicdo no tempo de
lambidas nos animais expostos ao LCEa comparado aos grupos expostos ao
LCEf (p<0,05). No entanto, o tratamento com a dose de 0,4 nmol de NMDA
aumentou o tempo de lambidas na pata dos animais expostos ao LCEa quando
comparados aos tratados com salina (p<0,05).
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Figura 5- Efeitos da injecao intratecal de NMDA (0; 0,1; 0,2 ou 0,4 nmol) no tempo de lambidas no teste da formalina em
animais (n=13-16/grupo) expostos ao LCE (aberto e fechado) * p<0,05 comparado ao grupo LCEf. * p<0,05 comparado ao

grupo salina LCEa.
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A Figura 6 mostra os efeitos da injecao intratecal do L-NAME (0, 40 e 80
nmoles/5,0 pl) sobre o tempo de lambidas na pata tratada com formalina. A
ANOVA unifatorial revelou ndo haver diferenca significativa entre os grupos
tratados com diferentes doses do L-NAME (Fz20 = 2,28 p > 0,05), quando os

animais foram expostos a caixa de vidro por 10 minutos.
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Figura 6- Auséncia de efeitos da injecao intratecal de L-NAME (40 ou 80 nmoles) sobre o tempo de lambidas na pata
induzida pela injecéo de formalina a 2,5% na pata traseira direita de camundongos(n=7-8/grupo).

A Figura 7 (A-C) mostra os efeitos da injecao intratecal do L-NAME (40
nmoles/5,0 ul) sobre a agdo anti-antinociceptiva do NMDA em animais submetidos
ao teste de formalina e expostos ao LCEa. A ANOVA multifatorial revelou haver
efeito significativo do tratamento (F13s= 9,13, p,< 0,05) e interacdo entre o pré-
tratamento e o intervalo (F13s= 2,8, p< 0,05). Entretanto, revelou ndo haver efeito
do pré-tratamento (Fi3s= 0,001, p> 0,05), intervalo (Fi3s= 1,57, p> 0,05),
interacdo entre tratamento e intervalo (F1 3s= 0,56 p> 0,05) e entre pré-tratamento,
tratamento e intervalo (Fp3s= 1,11 p> 0,05) (ver Fig. 7A). Além disso, ANOVA
bifatorial dos primeiros cinco minutos revelou haver efeito do tratamento (F13s =
7,2, p < 0,05), bem como da interagdo pré-tratamento versus tratamento (Fi3s =
3,99, p < 0,05), porém revelou ndo haver efeito do pré-tratamento (F133= 1,7, p >

0,05) (ver Fig. 7B). J& a ANOVA bifatorial dos ultimos cinco minutos revelou nao
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haver efeito do pré-tratamento (F13s = 0,58, p > 0,05), do tratamento (F1 35 = 2,22,

p > 0,05), e tampouco da interacdo pré-tratamento versus tratamento (F1 3= 0,22,
p > 0,05) (ver Fig. 7C).
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Figura 7 (A; B e C). Efeitos da injecdo intratecal de L-NAME (0 ou 40 nmoles) sobre o tempo de lambidas na pata
induzidas pela injecdo de formalina a 2,5% em animais (n=9-13/grupo) tratados NMDA i.t. (O ou 0,4 nmol) e expostos ao
LCE aberto. (A) Avaliagdo da nocicepcdo em 5 intervalos de 2 minutos (1; 2; 3; 4 e 5). (B) Avaliagdo da nocicepgdo nos
primeiros 5 minutos do teste (0-5 minutos). (C) Avaliagdo da nocicepgdo nos Ultimos 05 minutos do teste (6-10 minutos). *
p<0,05 comparado ao grupo SALINA + NMDA. * p<0,05 comparado ao grupo SALINA + SALINA. * p <0,05 comparado ao
restante dos grupos.’p<0,05 comparado ao grupo SALINA+SALINA.
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5. DISCUSSAO
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O presente estudo demonstrou que a injecédo intratecal de 0,8 nmol de
NMDA induziu o comportamento de lamber a pata em camundongos que n&o
haviam recebido injecdo prévia de formalina 2,5%. Tais caracteristicas de efeito
per se do NMDA confirmam os resultados obtidos por Ferreira, Santos e Calixto
(1999) e indicam um papel pré-nociceptivo da transmissdo glutamatérgica nos
receptores NMDA localizados na medula espinal de camundongos. De modo
importante, o efeito pré-nociceptivo do NMDA mostrou ser dependente da dose
deste agonista glutamatérgico injetado por via intratecal. Assim, enquanto
produziu uma resposta nociceptiva na dose 0,8 nmol, a injecao intratecal de 0,4
nmol de NMDA nao alterou o tempo total de lambidas na pata. Esse efeito dose-
dependente do NMDA mostrou-se interessante, uma vez que um dos objetivos do
presente estudo foi identificar uma dose de NMDA desprovida de atividade
intrinseca sobre a nocicepgdo, para que pudéssemos avaliar os efeitos deste
agonista glutamatérgico na antinocicepcdo induzida pela exposicdo ao LCE

aberto.

Embora a dose de 0,4 nmol de NMDA néo tenha produzido efeitos
intrinsecos sobre a nocicepc¢ao, tornou-se relevante avaliar seus efeitos sobre a
resposta nociceptiva induzida pelo teste da formalina. Os resultados obtidos neste
estudo indicam que o tratamento intratecal de 0,1; 0,2 ou 0,4 nmol de NMDA nao
afetou significativamente o tempo de lambidas na pata induzidas pela injecao de
formalina na pata de camundongos expostos a um ambiente neutro (caixa de
vidro). Estes resultados foram de elevada importancia para a continuidade do
estudo, pois nosso objetivo nessa etapa era investigar a existéncia de uma dose
de NMDA que néo provocasse quaisquer efeitos sobre a resposta nociceptiva

induzida pela formalina.

Estudos anteriores indicam que a sensibilizagdo central e comportamentos
nociceptivos ténicos associados com a injuria tecidual induzida pela injecdo de
formalina dependem, pelo menos em parte, da ativacdo de receptores NMDA
(HALEY; SULLIVAN; DICKENSON, 1990; CODERRE; MELZACK, 1992,
CHAPMAN et al.,, 1995). Os resultados obtidos no presente estudo parecem
corroborar tais evidéncias. Neste sentido, o tratamento com a dose mais alta de

NMDA (0,4 nmol) bloqueou a antinocicepcdo induzida pela exposicdo ao LCE
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aberto quando comparado ao grupo salina. No entanto, cabe ressaltar que esse
bloqueio foi parcial, uma vez que a resposta nociceptiva desse grupo foi
significativamente menor que a dos animais tratados com 0,4 nmol de NMDA e
expostos ao LCE fechado (situacdo controle). Cabe ressaltar também que o
bloqueio da antinocicepcéo obtido com injecdo intratecal de NMDA né&o se deve a
potencial acao pré-nociceptiva deste agonista glutamatérgico. Esta conclusédo se
baseia no fato de que a injecdo intratecal de 0,4 nmol de NMDA nao alterou o
perfil da resposta nociceptiva de animais expostos ao LCE fechado, quando

comparado aos tratados com salina e expostos a mesma condi¢ao.

O efeito parcial do NMDA (0,4 nmol) parece corroborar resultados
encontrados por outros autores, 0s quais demonstraram que a expressao da c-fos
nas laminas superficiais (I e 1) do corno dorsal da medula induzida pela injecédo
de formalina pode ser reduzida pela injecdo intratecal de antagonista de
receptores NMDA (RAHMAN et al., 2002). Entretanto, como essa expressao de c-
fos é apenas reduzida, e ndo abolida, Rahman et al. (2002) sugeriram o
envolvimento de outros neurotransmissores como, por exemplo, a substancia P,
liberados pelos neurdnios aferentes primarios. Neste mesmo sentido, Millan
(2002), sugeriu que varios neurotransmissores como, por exemplo, serotonina,
acetilcolina e melanocortina estdo envolvidos com a modulacdo facilitatéria das
respostas nociceptivas no corno dorsal da medula. Segundo Woolf e Salter
(2006), o influxo de calcio através da ativacdo de receptores NMDA € a maior,
mas, nao a Unica e exclusiva via de potencializa¢do induzida no corno dorsal. A
ativacdo dos canais de calcio voltagem dependente pode aumentar a transmissao
excitatéria através de mecanismos que ndo envolvem a ativacdo de receptores
NMDA. Neurotrofinas semelhantes ao BDNF (fator neurotréfico derivado do
encéfalo) atuam através de receptores do tipo tirosina quinase (Trk), facilitando a
transmissdo sinaptica, e esse mecanismo é pelo menos em parte independente
de receptores NMDA pos-sinapticos. Ha também evidéncias de que o aumento
dessas transmissfes sinapticas possa ocorrer através de citocinas, semelhantes
ao fator-a de necrose tumoral (TNF-a) liberadas a partir de células glias no corno
dorsal da medula (WATKINS; MILLIGANG; MAIER, 2001; WOOLF; SALTER,

2006). Em resumo, nossos resultados indicam um papel de receptores
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glutamatérgicos do tipo NMDA da medula espinal na inibicdo da antinocicepcao

induzida pelo medo (exposi¢cao ao LCEa).

Tem sido proposto que o NO atua como mensageiro retrogrado, isto é, se
difunde para terminais pré-sinapticos de fibras aferentes primarias e estimula a
guanilato ciclase. Uma vez que tal acéo resulta na formacédo de GMPc, que por
sua vez ativa a PKG (proteina quinase dependente de GMPc), resultando na
liberacdo de glutamato e, consequentemente, na ativacdo da NOSn (XU et al.,
2007), um dos objetivos do presente estudo foi investigar se o papel anti-

antinociceptivo do NMDA na medula espinal depende da sintese de NO.

Assim, a etapa seguinte do nosso estudo teve por objetivo avaliar os
efeitos do pré-tratamento intratecal com o inibidor da enzima de sintese de NO, o
L-NAME, sobre os efeitos inibitérios do NMDA na antinocicepcao induzida pela
exposicdo ao LCEa. Para evitar resultados falso-positivos com o estudo da
injecdo combinada com esses dois compostos, fez-se inicialmente fundamental
identificar uma dose de L-NAME desprovida de quaisquer efeitos sobre a resposta
nociceptiva provocada pelo teste de formalina na pata. Assim, injecdes i.t. de L-
NAME (40 ou 80 nmoles) néo alteraram o padrao da resposta nociceptiva (tempo
de lambidas na pata) nos animais submetidos ao teste de formalina a 2,5%. Estes
resultados sugerem que o L-NAME, nas doses de 40 e 80 nmoles, ndo produz um
efeito per se em animais submetidos a esse teste nociceptivo. Em um estudo
conduzido por Sakurada et al. (1996), foi demonstrado que a injecao intratecal de
NMDA provocou comportamentos similares aquelas respostas observadas no
teste de formalina. Além disso, esta expressdo da resposta nociceptiva foi
atenuada com a co-administracéo de L-NAME (40 e 80 nmoles), sugerindo que as
respostas induzidas pelo NMDA podem ser mediadas pela producdo de oxido
nitrico. Nossos resultados sugerem que os efeitos nociceptivos provocados pela
liberacdo de glutamato, desencadeada pela injecdo de formalina na pata,
mostram-se inferiores a ativacao direta dos receptores NMDA no corno dorsal da
medula espinal (via injecao intratecal de NMDA), uma vez que o tratamento com
L-NAME (40 e 80 nmoles) ndo produziu efeito algum nos animais que receberam
formalina a 2,5%. Outras explicacbes plausiveis estdo associadas ao

envolvimento de outros mediadores da resposta nociceptiva. Por exemplo,
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existem evidéncias sugestivas na literatura indicando que durante condi¢gbes
inflamatorias e de injurias do nervo ocorre a liberacdo de noradrenalina pelo
sistema nervoso simpatico. Neste mesmo sentido, alguns trabalhos demonstram
que adrenoceptores (a1-ARs) medeiam as respostas inflamatorias como, por
exemplo, as evocadas pela capsaicina e pela formalina (revisdo ver, MILLAN
1999). Além disso, h&a relatos de que os nociceptores liberam peptideos e
neurotransmissores [p. ex., substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitocina e adenosina tri-fosfato (ATP)], a partir de terminais periféricos, quando
ativados por estimulos nocivos e esses sdo capazes de facilitar a inflamacao
(JULIUS; BASBAUM, 2001). Ainda, estudos realizados por Skilling et al. (1988)
demonstraram que a injecdo subcutdnea de formalina provoca a liberacdo de
aminoacidos excitatorios (p. ex., glutamato e aspartato) e de peptideos como a
substancia P no corno dorsal da medula espinal. A partir desses resultados,
sugerimos que a auséncia de efeitos do L-NAME em animais que foram
submetidos ao teste da formalina a 2,5% pode ser decorrente da liberacdo de

outros mediadores da nocicepc¢do que ndo dependem da sintese de Oxido nitrico.

Assim, dada a caracterizacdo de auséncia de efeitos intrinsecos das duas
doses de L-NAME na resposta nociceptiva induzida pela injegcdo de formalina na
pata, fez-se necessario investigar qual seria o efeito do L-NAME sobre a resposta
anti-antinociceptiva do NMDA. Dessa forma, animais previamente tratados com
formalina na pata receberam L-NAME (0 ou 40 nmoles, i.t.) e, apés 10 minutos, a
injecdo de NMDA (0,4 nmol, i.t.) e, em seguida, foram expostos ao LCEa por 10
minutos. Além de confirmar o papel anti-antinociceptivo do NMDA, nossos
resultados ilustraram que o bloqueio da resposta antinociceptiva ocorre nos
primeiros minutos do teste. Em outras palavras, a partir da analise feita a cada
cinco minutos, pode-se verificar que logo nos primeiros cinco minutos do teste
houve um efeito do tratamento, ou seja, a andlise estatistica revelou diferencas
entre os animais tratados com NMDA e os animais controle (salina), confirmando
os resultados apresentados na Figura 5, onde o tratamento com NMDA 0,4 nmol
reverteu parcialmente a antinocicepcao induzida pelo LCE aberto. De modo
interessante, a andlise estatistica revelou ndo haver diferenca entre os pré-

tratamentos (L-NAME e salina), confirmando que o L-NAME (40 nmoles) nao



47

produz efeito per se sobre a nocicepcao. Ainda, mais importante foi a analise
estatistica ter revelado haver interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento, o
que significa que o efeito do tratamento depende do seu pré-tratamento. Isso
pode ser observado quando os grupos L-NAME + NMDA e SALINA + NMDA séo
comparados. Em outras palavras, os resultados observados sugerem que o pré-
tratamento com L-NAME reverte os efeitos anti-antinociceptivos do NMDA em
animais submetidos ao LCE aberto. Diferentemente do que foi observado nos
primeiros cinco minutos de teste, a analise estatistica dos ultimos cinco minutos
revelou ndo haver efeito algum do pré-tratamento ou do tratamento sobre a
antinocicepcao induzida pelo medo. Alguns estudos demonstram que, baixas
doses (1 nmol) de NMDA podem provocar hiperalgesia de curta duracdo (3 a 4
minutos), enquanto altas doses (ex., 6,8 nmoles) deste agonista glutamatérgico
podem provocar hiperalgesia de longa duracao (até 45 minutos) (FERREIRA;
SANTOS; CALIXTO, 1998; KOLHEKAR; MELLER; GEBHART, 1993;
MALMBERG; YAKSH, 1992). Baseado nesses achados é possivel que o efeito do
NMDA observado no presente estudo pode ter se concentrado apenas nos
primeiros cinco minutos do teste. Isso pode ser observado quando se faz a
andlise da nocicepc¢do a cada dois minutos (ver Fig. 7A), onde o tratamento com
NMDA 0,4 nmol se mostra significativamente diferente do tratamento controle

(salina) apenas nos primeiros minutos do teste.

Conforme destacado na Introducdo deste estudo, animais em situacdes de
ameaca ou perigo (p. ex., diante do predador) exibem diferentes tipos de
respostas comportamentais e autonémicas bem como reducao da sensibilidade a
dor (KELLY, 1986; RODGERS, 1995; FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2006).
Os resultados do presente estudo mostraram que a antinocicepgédo induzida pela
exposicdo ao LCEa pode ser atenuada pelo tratamento intratecal com NMDA,
sugerindo um importante papel dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
localizados na medula espinal de camundongos no processo de facilitacdo da
resposta nociceptiva. De modo interessante, este efeito decorrente da ativacao de
receptores NMDA pode ser seletivamente antagonizado quando a enzima de
sintese de Oxido nitrico esta inibida. Assim, considerando-se que a reducdo da

sensibilidade a estimulos nociceptivos diante de situagBes aversivas pode ser
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uma resposta adaptativa para os animais lidarem com a iminéncia do perigo,
nossos resultados sugerem que a exposicao ao LCEa produz antinocicepc¢éo por
desencadear, pelo menos em parte, a ativacdo de mecanismos inibitorios sobre

as acoes do glutamato nos receptores NMDA do corno dorsal da medula espinal.



49

6. CONCLUSAO
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- Nossos resultados confirmam um papel pro-nociceptivo dos receptores NMDA
no corno dorsal da medula, visto que a injecéo intratecal de NMDA 0,8 nmol em
camundongos expostos a caixa de vidro eliciou uma resposta nociceptiva

manifestada como lambidas na pata.

- A reversdo da antinocicepgédo induzida pelo medo em camundongos expostos
ao LCE aberto através da injecéo intratecal de NMDA numa dose desprovida de
efeitos intrinsecos sobre a nocicepcédo (0,4 nmol), sugere que esses receptores

participam pelo menos em parte da reversao desta antinocicepcao.

- Nossos resultados sugerem que o papel dos receptores NMDA da medula
espinal de reverter os efeitos antinociceptivos da exposicdo ao LCEa depende,
pelo menos em parte, da sintese de 6xido nitrico, visto que a injecao local de L-
NAME, um inibidor da sintese de NO, antagonizou o efeito anti-antinociceptivo de
injecbes de NMDA na medula espinal de camundongos expostos ao ambiente

aversivo.
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