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ABSTRACT

DIAS, E. V. The role of Nucleus Accumbens dopamine receptors in
inflammatory chronic hyperalgesia, 2013.

Pain is a subjective and unpleasant experience with a sensory-discriminative component
that allows to identify and to locate the painful stimulus, and an affective-motivational
component that involves learning, memory and reward. The protective role of pain is well
established, however pain is maladaptive when becomes chronic. The neural plasticity in
the pain pathways probably plays a key role in the chronification of pain. It has been
suggested that the dopaminergic neurotransmission in the nucleus Accumbens (NAcc)
modulates the activity of the pain pathways. Therefore, the present study evaluated the
role of NAcc dopaminergic pathway in the chronification of inflammatory hyperalgesia
induced by administration of PGE, (100ng/50uL) in rats hindpaw. Electronic von Frey
anesthesiometer was used to assess the mechanical nociceptive threshold. The persistent
hyperalgesia was induced by PGE, administration in the hindpaw during 14 consecutively
days, and evaluated 7 days after the end of the treatment. Our findings demonstrated that
the increase of dopamine in the NAcc by administration of GBR12909 (0.5nmol/0.25uL), a
dopamine reuptake inhibitor, blocked the PGE,-induced acute hyperalgesia. This blockade
was prevented by dopamine D2 receptor antagonist (raclopride 10nmol/0.25uL), impaired
by dopamine D3 receptor antagonist (U99194A 10nmol/0.25uL) but not changed by D1
receptor antagonist (SCH23390 3nmol/0.25uL), administered in the NAcc. In contrast, the
induction of persistent hyperalgesia was facilitated by continuous infusion of GBR12909 in
the NAcc (0.02nmol/0.5uL/h) during 7 days of PGE, treatment. The development of
persistent hyperalgesia was prevented by SCH23390 (0.125nmol/0.5uL/h), impaired by
raclopride (0.416nmol/0.5uL/h) but not changed by U99194A (0.416nmol/0.5uL/h),
administered continuously in the NAcc during 7 days. In addition, the long term PGE,
treatment in the hindpaw increased dopamine D1 receptor mRNA in the NAcc. Taken
together, our data suggested that the chronification of pain involves the plasticity of
dopaminergic neurotransmission in the NAcc, which switches its modulatory role from

antinociceptive to pronociceptive.

Keywords: Hyperalgesia, Nucleus Accumbens, Dopamine, Pain modulation

vii



viii



RESUMO

DIAS, E. V. Papel dos receptores de dopamina do Nucleo Accumbens na

hiperalgesia crénica de origem inflamatéria, 2013

A dor é uma experiéncia subjetiva e desagraddvel com um componente sensério-
discriminativo, que permite identificar e localizar o estimulo doloroso, e um componente
afetivo-motivacional que envolve aprendizagem, memdéria e recompensa. Apresenta um
carater protetor bem definido, porém perde seu papel adaptativo quando se torna crénica.
A cronificacdo da dor envolve alteragbes plasticas em estruturas neurais das vias
responsaveis pelo seu processamento. Tem sido sugerido que a neurotransmisséo
dopaminérgica no Nucleo Accumbens (NAcc) modula a atividade das vias da dor.
Portanto, o presente estudo avaliou o papel da via dopaminérgica do NAcc na cronificacéo
da hiperalgesia inflamatéria induzida pela administracdo de PGE, na pata traseira de
ratos. Von Frey eletrénico foi utilizado para avaliar o limiar nociceptivo mecénico. A
hiperalgesia persistente foi induzida pela administragdo de PGE, (100 ng/50uL) na pata
durante 14 dias consecutivos, e avaliada 7 dias apés o fim do tratamento. Os nossos
resultados mostraram que o aumento da dopamina no NAcc pela administragdo de
GBR12909 (0,5nmol/0,25uL), um inibidor de recaptagdo de dopamina, bloqueou a
hiperalgesia aguda induzida por PGE, na pata. Este bloqueio foi impedido pelo
antagonista do receptor de dopamina D2 (raclopride), prejudicado pelo antagonista do
receptor de dopamina D3 (U99194A), mas néo foi alterado pelo antagonista do receptor
de dopamina D1 (SCH 23390), administrados no NAcc. Em contraste, a indugédo da
hiperalgesia persistente foi facilitada pela infusdo continua de GBR12909 no NAcc
(0,02nmol/0,05uL/h) durante 7 dias consecutivos de tratamento com PGE, na pata. Os
antagonistas dos receptores de dopamina D1 e D2, administrados continuamente por 7
dias (0,125 e 0,416nmol/0,05uL/h, respectivamente), prejudicaram a instalacdo da
hiperalgesia persistente. Além disso, o tratamento de longo prazo com PGE, na pata
aumentou a expressdo do RNAm do receptor de dopamina D1 no NAcc. Tomados em
conjunto, nossos dados sugerem que a cronificagdo da dor envolve a plasticidade da
neurotransmissdo dopaminérgica no NAcc, que muda o seu papel modulatério de

antinociceptivo para pronociceptivo.

Palavras-chave: Hiperalgesia, Nucleo Accumbens, Dopamina, Modulagao da dor
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1. INTRODUCAO

“Nature has placed mankind under
the governance of two sovereign
masters, pain and pleasure.”
Jeremy Bentham

A dor pode ser definida como a percepcao de uma sensacgéo nociceptiva. E uma
experiéncia complexa e subjetiva que inclui as dimensdes afetivo-motivacional e
cognitivo-avaliativa, além da dimensdo sensorial-discriminativa (MELZAC e
CASEY, 1968 apud TREEDE, 1999). Enquanto a dimensdo sensorial-
discriminativa define localizag&o, intensidade e qualidade da dor, as dimensdes
afetiva e cognitiva estdo relacionadas ao aspecto desagradavel e subjetivo da dor
e emocgdes dele decorrentes. Esse componente emocional depende de fatores
como aprendizagem, memoria e mecanismos de recompensa (CALVINO e GRILO,
2006). Em uma analise restrita, a dor envolve a ativagédo das vias nociceptivas, ou
seja, vias sensoriais responsaveis pela deteccao dos estimulos nociceptivos. Seu
aspecto final, entretanto, € dependente de uma série de fatores integrados pelo
Sistema Nervoso Central (SNC) que podem determinar e alterar a percepcéo do

estimulo nociceptivo.

1.1 As Vias da Dor

A dor funciona como um alarme que indica a existéncia de um processo lesivo ou
potencialmente lesivo ao organismo. Para sua deteccdo, existem estruturas
nervosas especializadas, os nociceptores, definidos por Sherrington em 1906
como receptores que respondem seletivamente a um estimulo que causa ou
ameagca causar dano ao organismo (WILLIS, 2007). Sdo amplamente distribuidos

por todo o organismo, presentes na pele, mucosa, membranas, fascias profundas,



tecido conectivo de érgaos viscerais, ligamentos e cdpsulas articulares, periésteo,
musculos, tenddes e vasos sanguineos (JULIUS e BASBAUM, 2001; ALMEIDA et
al., 2004; CALVINO e GRILO, 2006; WILLIS, 2007; GOLD e GEBHART, 2010). Os
nociceptores sao neurbnios sensoriais primarios que apresentam terminagdes
livres — ndo associadas a uma estrutura receptora especifica — e com alto limiar de
ativacdo, segregados em fibras A-delta (Ad) e C (BRENNEIS et al., 2013). As
fioras Ad s&o finamente mielinizadas, de médio didmetro (2,0 a 6,0um), com
velocidade de condugcdo média entre 12 e 30 m/s e correspondem a
aproximadamente 13% das fibras de dor na pele. S&o responsaveis pela dor
rapida, aguda e lancinante ap6s a estimulagdo nociva. As fibras C, nao
mielinizadas, s&o de pequeno diametro (0,4 a 1,2um), com velocidade de
conducéao menor (0,5 a 2 m/s) e correspondem a 87% das fibras condutoras da
informagéo dolorosa presentes na pele. Sao responsaveis pela dor lenta e difusa
(MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Levando em conta o critério
funcional, as fibras Ad respondem a estimulacdo mecénica, porém, podem ser
ativadas pelo calor, enquanto as fibras do tipo C respondem tanto a estimulos
térmicos quanto mecéanicos e quimicos, sendo classificadas como nociceptores
polimodais. Além disso, ha receptores normalmente ndo responsivos a estimulos
mecanicos ou térmicos e que sdo sensibilizados na presencga de inflamagéo ou
lesdo tecidual, tornando-se responsivos mesmo a estimulos mecénicos ou
térmicos de baixa intensidade. S&do os chamados receptores silentes (MILLAN,

1999; JULIUS e BASBAUM, 2001; WILLIS, 2007).

As células nervosas sensoriais periféricas, também conhecidas como neurdnios

aferentes primarios ou neurdnios de primeira ordem, possuem corpos celulares



localizados nos géanglios das raizes dorsais (GRDs). Dos génglios saem
prolongamentos centrais que se dirigem para a medula espinal, penetrando pela
substancia branca, localizada perifericamente na medula. A partir disso, as fibras
se ramificam para cima e para baixo por 2 ou 3 segmentos espinais, constituindo o
trato de Lissauer (CALVINO e GRILO, 2006), e entram perpendicularmente na

substancia cinzenta localizada na regiao central da medula espinal.

A substancia cinzenta é formada bilateralmente por 3 regides distintas: coluna
dorsal, zona intermediaria e coluna ventral. De acordo com Rexed, pode ser
dividida em 10 I&minas sendo que as laminas de Rexed de | a VI correspondem a
coluna dorsal, a lamina VIl é equivalente a zona intermediaria e as laminas VIl e
IX compreendem a coluna ventral. A lamina X consiste na substéncia cinzenta
circunjacente ao canal central da medula espinal. As fibras Ad e C entram na
coluna dorsal ipsilateral e terminam principalmente nas |aminas de Rexed
superficiais | (zona marginal) e Il (substancia gelatinosa) ou se estendem até as
camadas mais profundas V, VI, VIl e X (GAURIAU e BERNARD, 2001; ALMEIDA
et al.,, 2004; CALVINO e GRILO, 2006). Nessas laminas estao localizados os
corpos celulares dos neurdnios de segunda ordem, cujos axénios cruzam a linha
média na medula e ascendem pela substéncia branca, principalmente pela coluna
anterolateral, do lado oposto. E importante salientar que na regido orofacial, os
corpos celulares dos neurénios aferentes primarios estao localizados nos ganglios
trigeminais e seus prolongamentos centrais entram no tronco encefalico, no nivel
da ponte, onde formam o trato trigeminal espinal. Este trato, por sua vez, termina
no nucleo trigeminal espinal, onde se localizam os neurbnios de segunda ordem

(BASBAUM e JESSELL, 2000). Os axbnios dos neurbnios de segunda ordem



também cruzam a linha média no tronco encefalico e se juntam as fibras
ascendentes dos segmentos espinais superiores. Embora a maior parte dos
neurdnios de segunda ordem projete para estruturas supraespinais pelo lado
contralateral, uma pequena parte ndo cruza a linha média e ascende
ipsilateralmente (MILLAN, 1999; BASBAUM e JESSELL, 2000; CALVINO e

GRILO, 2006).

A partir dos neurbnios de segunda ordem, as informagdes nociceptivas sé&o
transmitidas para os centros superiores no encéfalo através dos tratos neuronais
especificos. A organizagado das vias ascendentes é altamente complexa. Em
termos neuroanatdémicos, existem dois tipos de vias ascendentes: as
monossinapticas e as polissinapticas (MILLAN, 1999). As primeiras sdo vias que
projetam diretamente para estruturas supraespinais — tratos espinotalamico,
espinomesencefélico, espinoparabraquial, espinohipotalamico, espinoreticular e
cervicotalamico. As vias polissinapticas, por sua vez, sdo indiretas, ou seja,
apresentam sinapses ao longo de seu trajeto até os centros superiores — vias
espinocervicotalamica e espinoreticulotalamica (BESSON e CHAOUCH, 1987;
MILLAN, 1999; PRADO, 1999; BASBAUM e JESSELL, 2000; TRACEY e

MANTYH, 2007).

Muitos nucleos do talamo processam a informagao nociceptiva, sendo dois deles
de particular importancia: os grupos nuclear lateral (ou regido posterior) e nuclear
medial. A regiao posterior do tdlamo compreende o nucleo ventroposterior medial,
0 nucleo ventroposterior lateral e o nucleo posterior. Estes nlcleos recebem

projecdes monossinapticas do trato espinotalamico ventral (neoespinotalamico),



projetam para o cortex somatossensorial e provavelmente estéo envolvidos com o
componente sensorial-discriminativo da dor. Os nucleos mediais do talamo
consistem no complexo intralaminar que recebe projecdes polissinapticas do trato
espinotalamico dorsal (paleoespinotalamico) e projeta para os ganglios da base e
para diferentes regides corticais envolvidas com o aspecto afetivo-motivacional da
dor (BASBAUM e JESSEL, 2000; ALMEIDA et al.,, 2004; CALVINO e GRILO,
2006). Além disso, ha projecdes espinotalamicas monossinapticas para o nucleo
medial central (parte do complexo intralaminar do talamo) que por sua vez projeta
para estruturas limbicas e sensoério-motoras. Essas projegbes sugerem que o
nuacleo medial central do talamo atua na integragcéo das fungdes afetiva, cognitiva e
sensério-motora subjacente ao comportamento dirigido por objetivo (VERTES et
al., 2012). Considerando a evolugédo dos mamiferos, a via para o talamo medial foi
a primeira projecdo espinotalamica a surgir e é, portanto, conhecida como trato
paleoespinotalamico. A projecéo para os nucleos ventroposterior lateral e medial é
mais recente e chamada de trato neoespinotalamico (BASBAUM e JESSELL,

2000).

Estudos em humanos e em animais experimentais sugerem que as dimensodes
sensorial e afetiva da dor sdo processadas por vias neurais parcialmente
dissociaveis. Essas dimensdes da dor e suas interagbes estao relacionadas a uma
rede central de estruturas encefalicas que processam a informagao nociceptiva em
paralelo e em série (TREEDE et al., 1999; PRICE, 2000; ALMEIDA et. al, 2004;
UHELSKI et al.,, 2012). As vias espinais para estruturas limbicas e nucleos
taldmicos mediais fornecem projecdes diretas para regides cerebrais envolvidas

com afeto. Outra parte das vias espinais projeta para areas talamica e cortical



somatossensorial que, por sua vez, se conecta a via cortico-limbica. Essa ultima
integra a informacao nociceptiva com informagdo contextual e memdria para
fornecer a mediacdo cognitiva para o componente afetivo-motivacional da dor.
Ambas as vias, direta e cértico-limbica, convergem para o cértex cingulado
anterior e estruturas subcorticais cuja funcéo é estabelecer a valéncia emocional e

a prioridade de resposta (PRICE, 2000; UHELSKI et al., 2012).

1.2 Estimulacao das Vias Nociceptivas e Processamento da Dor

Os estimulos indutores da sensagao dolorosa (nocicepg¢ao) podem ser de natureza
mecanica, elétrica ou quimica, internos ou externos ao organismo. E importante
que se fagca uma distingdo conceitual entre os termos nocivo e nociceptivo. O
termo nocivo se refere a algo que causa dano, provoca prejuizos. Um estimulo
nocivo causa dano a um determinado tecido, ou seja, é injuriante, prejudicial. Por
outro lado, o termo nociceptivo se refere a algo que ativa as vias sensoriais
especializadas em conduzir a informacéo produzida pelos estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos. Portanto, as vias nociceptivas nao sao ativadas somente
por estimulos nocivos podendo ser ativadas por estimulos nao nocivos. Isso
significa que o estimulo ndo é capaz de causar prejuizo tecidual, mas sua
intensidade é suficiente para levar a ativagédo das vias nociceptivas (ALMEIDA et
al., 2004; ARALDI, 2012). E o caso, por exemplo, de uma pressao intensa exercida
sobre a pele, que ndo é capaz de lesar o tecido (estimulo ndo-nocivo), mas, ativa
0s nociceptores nele presentes (estimulo nociceptivo). Em resumo, pode-se dizer
que o estimulo nocivo esta relacionado a qualidade da estimulacdo em si, que

pode danificar o tecido, enquanto o estimulo nociceptivo estd relacionado aos

aspectos quantitativos da estimulagéo. As fibras nervosas nociceptivas podem ser



ativadas por qualquer tipo de estimulo, desde que em intensidade suficiente para

tal (ARALDI, 2012).

Assim, a dor & uma experiéncia subjetiva decorrente da ativacdo das vias
sensoriais responsaveis por detectar a presenca de estimulos nociceptivos,
prejudiciais ou potencialmente prejudiciais ao organismo. O processo fisiol6gico se
inicia nos nociceptores e envolve fendmenos ibnicos, ou seja, existe a indugéo de
uma resposta elétrica nas fibras sensoriais responsaveis pela detecgdo dos
estimulos de alta intensidade, com entrada de ions so6dio (Na:) por canais
especificos (GOLD e GEBHART, 2010). A ativagdo dos neurbnios aferentes
primarios leva a liberagcdo de neurotransmissores e neuromoduladores dos
terminais pré-sinapticos no corno dorsal da medula espinal. Amino4cidos
excitatorios (BATTAGLIA e RUSTIONI, 1988; TRACEY et al., 1991), neuropeptideos
JU et al, 1987; SMITH et al., 1993), entre outras substdncias como
prostaglandinas (PGs), 6xido nitrico (NO) e ATP (MILLAN, 1999) atuam nos
receptores pés-sinapticos localizados nos neurénios de segunda ordem. A partir
da estimulacdo dos neurdnios de segunda ordem, a informac&o nociceptiva

ascende para as areas supraespinais através de vias neuronais especificas.

Diferentes vias ascendentes e regides encefdlicas sdo ativadas pelo estimulo
nociceptivo e participam no processamento da dor (WILLIS e WESTHUND, 1997).
O numero e a extenséo de ativagdo dessas diferentes areas variam em funcéo da
intensidade da dor. As vias nociceptivas que se originam no corno dorsal da
medula espinal ativam diretamente estruturas encefalicas envolvidas nos aspectos

rudimentares da ativacéo do sistema neurovegetativo, fuga, orientacdo motora e



medo (BURSTEIN et al.,, 1987; BERNARD e BESSON, 1990; CRAIG, 1995;
PRICE, 1999). Essas estruturas incluem formagéo reticular, camadas profundas do
coliculo superior, substancia cinzenta periaquedutal, amigdala, hipotalamo e
nacleos talamicos mediais. A ativagdo dessas estruturas ocorre durante a fase
inicial da dor quando acontecem respostas neurovegetativas, medo e
comportamento defensivo. Essas respostas sé&o geralmente automaticas e
envolvem um minimo de cogni¢do (PRICE, 2000). Outro mecanismo resulta da
ativagdo dos nucleos laterais do tadlamo, cortex somatossensorial e subsequente
ativagdo de estruturas cerebrais envolvidas nos aspectos perceptivo e cognitivo do
processamento da dor. O cértex somatossensorial primario (S1) e o secundario
(S2) estimam a intensidade e a qualidade da sensacgdo dolorosa e estao
interconectados ao cortex parietal posterior, que integra a informagao nociceptiva
com informagbes contextuais para fornecer um sentido geral de ameaga ao
organismo (PRICE, 2000; ALMEIDA et al., 2004; CALVINO e GRILO, 2006;
UHELSKI, et al.,, 2012). O processamento da dor requer uma avaliacao da
sensagao em relacao ao seu contexto geral, gerando a ligagao entre sensacgao e
afeto. Para tanto, é necessaria a integragao da informagdo somatossensorial com
outras modalidades sensoriais e com aprendizado e memoria (PRICE, 2000).
Essa integracao é critica uma vez que possibilita ao organismo tomar uma deciséo
comportamental relevante em relacdo a extensdo da ameacga apresentada. O
cortex parietal posterior, responsavel por essa integracdo, € a origem da via
cortico-limbica que converge para as mesmas estruturas limbicas corticais e
subcorticais — cértex cingulado anterior, cértex insular, amigdala — que recebem as
projecdes diretas das vias espinais ascendentes da dor. A convergéncia no coértex

cingulado anterior sugere um complexo papel dessa estrutura em interrelacionar
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funcbes atencionais e avaliativas com valéncia emocional e prioridades de
resposta. As prioridades de resposta estariam proximamente relacionadas a
funcdes pré-motoras que estao, por sua vez, relacionadas a motivagdo e emocgodes
e podem ser associadas com o esforco imediato de fuga para evitar a dor ou uma

situacao que evoca dor (PRICE, 2000; RAINVILLE, 2002).

E importante salientar que alguns fendmenos dolorosos podem ocorrer
espontaneamente, como no caso da dor resultante de alteragé&o no limiar devido a
alteragdes no SNC (ALMEIDA et al., 2004). O SNC é, portanto, capaz de alterar a
sensibilidade a dor (LORENZ, et al., 2003). Assim, em humanos, por exemplo, a
ativagdo do cortex cingulado anterior, e possivelmente de outras estruturas
limbicas classicas, parece estar intimamente relacionada a experiéncia subjetiva e
desagradavel de dor e pode refletir na regulacédo dos mecanismos enddgenos de

modulacao da dor (RAINVILLE, 2002).

1.3 Modulacao da Dor

A modulagéo da transmissao nociceptiva no SNC por estruturas encefalicas foi
primeiramente demonstrada por Sherrington em 1906 (TRACEY e MANTYH,
2007), que observou uma intensificagéo dos reflexos nociceptivos apds transeccéo
da medula espinal. Estudos posteriores mostraram que a excitabilidade da medula
espinal era diretamente influenciada por projecbes descendentes e que essas
projecdes poderiam ser tanto inibitérias quanto facilitatérias (BASBAUM e FIELDS,
1984; PORRECA et al., 2002; REN e DUBNER, 2002). Atualmente, sabe-se que a
modulacao da dor existe na forma de um circuito descendente (STAMFORD, 1995;

FIELDS et al., 2005) que se origina em multiplas areas encefalicas. Estudos de
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neuroimagem em humanos tém sugerido uma “matriz da dor” (pain matrix), areas
do encéfalo consistentemente ativadas por estimulos nociceptivos. O conceito de
“matriz da dor” nao significa uma via regulatéria rigida, mas, mais do que isso,
representa um conjunto de regides envolvidas em fungcbes como cognicao,
emocao, motivacdo e sensacdo, bem como na dor. Essas regides encefalicas
agindo em conjunto no contexto de modulagao da nocicep¢ao, dao origem a dor
enquanto experiéncia (TRACEY e MANTYH, 2007). Essas areas frequentemente
incluem, mas, ndo estdo restritas a, cértex pré-frontal medial, cértex cingulado
anterior, cortex insular, amigdala, hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal
(PAG, sigla para o termo em inglés) e proje¢es desta para o bulbo (FIELDS et al.,
2005; TRACEY e MANTYH, 2007; HEINRICHER et al., 2009; OSSIPOV et al.,

2010; MASON, 2012).

Os neurbnios contidos no bulbo ventromedial rostral (RVM, sigla para o termo em
inglés), projetam para os cornos dorsais da medula e para o nucleo trigeminal
espinal, e direta ou indiretamente, facilitam ou inibem a nocicepcéo, alterando a
experiéncia de dor (FIELDS et al., 2005). Algumas influéncias descendentes séo
tonicamente ativas, mas, o equilibrio entre inibicao e facilitagao € dindmico e pode
ser alterado em diferentes condigbes comportamentais, emocionais e patolégicas
(HEINRICHER et al., 2009). Pode-se, por exemplo, verificar hipoalgesia (reduzida
resposta ao estimulo nociceptivo) em situagdes de medo ou estresse agudo
intenso, o que reflete uma alteragdo do equilibrio a favor da inibi¢do. Por outro
lado, inflamacdo e lesdo neural estdo associadas a hiperalgesia (resposta
exacerbada ao estimulo nociceptivo), o que, por sua vez, mostra predominancia da

facilitacéo.
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Os trabalhos conduzidos por Fields e colaboradores no final da década de 70 e na
década de 80, identificaram duas diferentes populagdes de neurdnios relacionados
a via nociceptiva na PAG e RVM. As duas classes de células exerciam acgdes
modulatérias opostas e foram chamadas células “ON’ e células “OFF’ (FIELDS,
2004; HEINRICHER et al., 2009; OSSIPOV et al., 2010; MASON, 2012). Essas
células disparam espontaneamente de forma fésica e reciproca. Em condi¢des
basais as duas classes de células alternam sua atividade. No entanto, na presenca
de um estimulo nociceptivo, previamente a resposta reflexa, as células “OFF
cessam os disparos e as células “ON’ se mantem ativas, permitindo e facilitando a
resposta nociceptiva. O limiar nociceptivo € menor quando as células "ON’ estéo
ativas e as células “OFF’ estao silentes (HEIRINCHER et al., 2009; MASON,
2012). Por sua vez, quando as células “OFF sao ativadas, por opidides por
exemplo, as células “ON’ param de disparar (FIELDS, 2004; HEINRICHER et al.,
2009; MASON et al.,, 2012) e a nocicepgao é inibida. Uma vez que essas
populacdes neuronais tém projecbes para o corno dorsal da medula, elas

constituem a via basica para o controle descendente da dor.

Varios trabalhos realizados em humanos e em animais experimentais indicam a
participacdo do cértex cingulado anterior na modulacdo da dor. Essa regido
cortical recebe projecdes do talamo medial e € densamente conectada ao nucleo
Accumbens (NAcc), que, por sua vez, se encontra ativado quando um estimulo
nociceptivo é apresentado (BECERRA et al., 2001). Além disso, sabe-se que o
estimulo nociceptivo leva a ativagdo dos neurbnios da area tegmentar ventral

(VTA, sigla para o termo em inglés), em grande parte, neurbnios de projecao
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dopaminérgica para o NAcc e cortex pré-frontal (BRISCHOUX et al., 2009), que

constituem uma importante via relacionada a motivagéo e recompensa.

Essas areas encefdlicas parecem representar pontos de sobreposicao entre os
circuitos envolvidos com recompensa e com o processamento da dor (BECERRA
et al., 2001), o que d& suporte a ideia de que dor e recompensa sao dois lados
opostos do mesmo espectro comportamental (ESPINOZA, 1883 apud BECERRA

et al., 2001).

1.4 Dor e o Sistema de Recompensa

A sinalizagdo na via VTA - NAcc, conhecida como via dopaminérgica
mesolimbica, é crucial para associagbes de estimulos emocionais e o
estabelecimento de memorias referentes a circunstancias ameacadoras ou
recompensadoras. Mas, a ativacdo prolongada desse sistema pode ser mal-
adaptativa (NESTLER e CARLEZON, 2006; KRISHNAN et al., 2007). A fisiologia
dessas estruturas pode ser alterada, por exemplo, em condi¢gdes de estresse.
Durante um evento de estresse agudo, as projecdes dopaminérgicas VTA — NAcc
podem ser ativadas, aumentando a ativacdo e motivagao do organismo para agir
mediante a ameaca e contribuindo para respostas homeostéticas e aprendizagens
adaptativas relacionadas ao estresse (NESTLER e CARLEZON, 2006;
PITTENGER e DUMAN, 2008). Por outro lado, o estresse crénico pode causar
alteragbes plasticas duradouras na via mesolimbica que, por sua vez, podem
contribuir para sua disfuncdo (NESTLER e CARLEZON, 2006). Uma vez que os

neurdnios da VTA sé&o ativados frente a um estimulo nociceptivo (BRISCHOUX et
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al., 2009), é plausivel especular que processos semelhantes ocorram na dor, em

suas condi¢des aguda e crbnica.

Do ponto de vista anatémico, o NAcc faz parte do estriado ventral e € uma
estrutura que integra informagdes sensoriais € motivacionais. Em ratos, o NAcc &
composto de duas sub-regides primarias, o core e o shell, que diferem quanto a
organizacao anatébmica e as propriedades funcionais (ZAHM, 1999, 2000; VOORN
et al., 2004). E importante salientar que as projecdes aferentes para o NAcc nao
s&o homogeneamente distribuidas entre core e shell e as proje¢des eferentes do
NAcc também diferem entre estas sub-regides (ZAHM e BROG, 1992; ZAHM,
1999). Outros achados mostram ainda que existem interconexdes diretas entre
neurdnios do core e shell, fornecendo evidéncia anatémica de que essas sub-
regibes do NAcc nao funcionam completamente separadas, mas na verdade

constituem redes neuronais integradas (VAN DONGEN et al., 2005).

Varios estudos sugerem a participacdo do NAcc na modulacéo da dor (NETO et
al., 1999; MAGNUSSON e MARTIN, 2002; TAYLOR et al., 2003; KNYIHAR e
CSILLIK, 2006). Manipulagdes farmacoldgicas sobre diferentes receptores dos
sistemas de neurotransmissores no NAcc tém demonstrado sua atividade
moduladora sobre a nocicepgdo (ALTIER e STEWART, 1999; SCHMIDT et al.
2001). Cerca de 95% dos neurbnios que compdem o NAcc s&o os chamados
neurdnios espinhosos médios, divididos em duas subpopulagdes: neurdnios que
expressam receptores dopaminérgicos do tipo D1 e aqueles que expressam
receptores do tipo D2 (LOBO et al., 2010). Portanto, sédo de particular interesse os

receptores de dopamina do core e shell do NAcc. Com relagdo aos receptores
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dopaminérgicos, sabe-se que as ag¢bes da dopamina sao mediadas por 5
diferentes subtipos de receptores, os quais sdo acoplados a proteina G. Os
subtipos de receptores dopaminérgicos sao divididos em duas subclasses. D1 e
D5 sao convencionalmente classificados como semelhantes a D1 (D17-like). Esses
receptores ativam proteina Gs que estimula a adenilato ciclase, aumentando os
niveis de AMPc. D2, D3 e D4 s&o classificados como semelhantes a D2 (D2-like) e
ativam proteina G; que inibe a adenilato ciclase, reduzindo os niveis de AMPc
(ZHANG et al., 2009). No core do NAcc existem receptores D1 e D2 - encontrados
em neurbnios GABAérgicos co-expressando encefalinas. No shell do NAcc
existem receptores D1, D2 - expressos em neurdnios contendo neurotensina — e
D3 — expressos em neurbnios contendo neurotensina e substancia P (MISSALE et
al., 1998). E importante ressaltar que os receptores D2 e D3 podem ser
encontrados tanto na membrana pré quanto na poés-sinaptica, nesta ultima
funcionando como autorreceptores, envolvidos no controle homeostatico da

liberacédo de dopamina (USIELLO et al., 2000).

Muitos trabalhos descrevem a relacdao da atividade dopaminérgica com a
modulagdo inibitéria mediada pelo NAcc durante a dor aguda (ALTIER e
STEWART, 1999; GEAR et al., 1999; WOOD, 2004). Alguns estudos também
mostram que o aumento da atividade dopaminérgica no sistema mesolimbico pode
atenuar o comportamento nociceptivo em animais (CHUDLER e DONG, 1995;
ALTIER e STEWART, 1999; MAGNUSSON e FISHER, 2000; TAYLOR et al.,
2003). Outros estudos demonstram que a diminuicéo da liberacao de dopamina,

por microinjecdes anestésicas em estruturas dopaminérgicas mesolimbicas ou por
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lesbes neurotdxicas em neurbnios dopaminérgicos, induz aumento da sensagéo
dolorosa (SAADE et al., 1997; MAGNUSSON e MARTIN, 2002).

Além de um papel modulador na dor aguda desempenhado pelos neurbnios
dopaminérgicos do sistema mesolimbico, é interessante notar que essas vias tém
sido amplamente descritas por participarem nos processos de recompensa, natural
ou pelo uso de drogas, prazer e motivagdo. Segundo Altier e Stewart (1999), a
ativacdo dos neurdnios dopaminérgicos mesolimbicos na inibicdo da dor aguda
pode fornecer a solugdo para um paradoxo: a exposi¢do tanto a eventos positivos
como negativos, ativa os mesmos neurbnios. Esses eventos, embora com
valéncias afetivas opostas, ativam sistemas neurais comuns para promover melhor

adaptagao ao ambiente.

1.5 Hiperalgesia Persistente

A dor de origem inflamatéria resulta da producdo e liberacao de mediadores
inflamatérios incluindo bradicinina, serotonina e, especialmente, prostaglandinas,
que sensibilizam os nociceptores. As prostaglandinas séo sintetizadas a partir da
acao da enzima ciclooxigenase (COX) sobre o acido aracdénico, um componente
das células que, por sua vez é liberado pela acéo direta da fosfolipase A, (PLAy)
sobre os fosfolipideos de membrana em resposta a estimulos fisiolégicos e
patologicos (DAVIES et al., 1984; NARUMIYA et al., 1999; ALLAJ et al., 2013). As
prostaglandinas exercem diferentes fungdes em diferentes tecidos, sendo
produzidas em praticamente todas as células do organismo em quantidades
fisioloégicas. Apresentam acdo autdcrina (agindo sobre as préprias células

secretoras) e paracrina (agindo sobre as células vizinhas) e s&o rapidamente

17



metabolizadas apds sua liberagdo. A sintese desregulada de prostaglandinas é

considerada patologica (BOIE et al., 1997; LEGLER et al., 2010).

De particular interesse é a prostaglandina E, (PGE.), que age como mediador
inflamatério e como neuromodulador, alterando a excitabilidade neuronal e o
processamento sinaptico (NICOL e CUI, 1994; LIN et al., 2006). Atua via 4 tipos de
receptores, chamados receptores EP, amplamente expressos em diferentes
células neurais periféricas e centrais. Esses receptores sao acoplados a proteina
G e desencadeiam diferentes mecanismos de transdugao de sinal: EP1 - elevagao
da concentragao intracelular de célcio; EP2 e EP4 - ativagdo da adenilato ciclase e
EP3 e suas isoformas - inibicao da adenilato ciclase e, possivelmente, geracéo de
fosfoinositideos e aumento de caélcio intracelular (BOIE et al., 1997; LIN et al.,
2006; KAWABATA, 2011; ALLAJ et al., 2013). Os receptores EP1, EP2, EP3 e
EP4 sao expressos nos neurbnios aferentes primarios, sendo que principalmente
EP1 e EP4 estdo envolvidos nos mecanismos que desencadeiam hiperalgesia

(LIN et al, 2006; MURASE et al., 2008; KAWABATA, 2011).

A PGE; é, provavelmente, a principal forma de prostaglandina pré-nociceptiva no
tecido periférico (BOIE et al., 1997; MILLAN, 1999). Age sobre os terminais
periféricos dos neurdnios sensoriais reduzindo seu limiar aos estimulos através da
fosforilagdo de TRPV1 (canais catidnicos) (HUANG et al., 2006; BTESH et al.,
2013) e de outros canais TRP (PATAPOUTIAN et al., 2009), e da sensibilizagdo de
receptores purinérgicos (P2X3) (WANG et al., 2007). Além disso, aumenta a
excitabilidade da membrana terminal pela fosforilacdo de canais de sédio e célcio

voltagem-dependentes (KAWABATA, 2011). O reflexo clinico dessa diminuicao do
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limiar nociceptivo & descrito genericamente como hiperalgesia inflamatéria. Do
ponto de vista clinico a diminuigdo do limiar nociceptivo causa tanto um aumento
da resposta dolorosa (hiperalgesia), quanto uma sensacéo dolorosa a estimulos

normalmente nao nociceptivos (alodinia).

Na maioria das vezes, com a resolucéo do processo inflamatério, o aumento da
sensibilidade do tecido inflamado também desaparece. No entanto, pode ocorrer
que, mesmo apos a resolugdo da inflamagdo, a hiperalgesia continue ou o
neurdnio periférico fique mais suscetivel a hiperalgesia (FERREIRA et al., 1990;
PARADA et al., 2003; VILLARREAL et al., 2005). A dor persistente, cronica, ndo
tem propésito fisiolégico, portanto, pode-se falar em dor “patoldgica’, em relagéo a
dor “fisiolégica”, que diz respeito ao valor protetivo da dor aguda. Além disso,
inatividade temporaria e comportamentos caracteristicos da dor aguda s&o
adaptativos. No entanto, a dor persistente pode levar a um estado de inatividade
de longo prazo, com anedonia e indiferenca ao ambiente, respostas semelhantes
aos estados depressivos, que ndo podem ser considerados adaptativos (WILLIS,
2007).

Uma das dificuldades de se entender o processo de cronificagdo da dor se da pela
falta de modelos experimentais que mimetizem com bom grau de predigdo as
condigdes clinicas observadas em humanos. A grande maioria dos modelos
experimentais de hiperalgesia avalia as respostas a estimulos nocivos agudos ou
transitorios. Em contraste, a hiperalgesia crénica normalmente persiste por
semanas, meses ou até anos, e muito provavelmente é resultado de alteracdes do
fendtipo neuronal, com alteragbes plasticas nas vias nociceptivas e no

metabolismo neuronal (REN e DUBNER, 1999). Em 1990, Ferreira et al.
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desenvolveram um modelo animal de hiperalgesia mecanica persistente no qual a
sensibilizacdo da pata traseira do rato dura por mais de 30 dias apds o término de
14 dias de tratamento com administragdes locais de prostaglandina E, (PGE2) no
tecido subcuténeo intraplantar (i.pl.). Também foi demonstrada hiperalgesia
persistente induzida por administracdes diarias de citocinas pré-inflamatérias,
TNF-a e IL-1B que provocam a liberagao de PGE,, mostrando que a sensibilizagao
persistente da via nociceptiva ocorre também pela liberacdo endégena de PGE,
(SACHS et al., 2002). Este modelo demonstra uma propriedade plastica das vias
nociceptivas ap6s serem submetidas a sensibilizagdo prolongada por agéo de

mediadores inflamatérios.

Embora o efeito antinociceptivo da ativagcdo das vias dopaminérgicas
mesolimbicas na dor aguda seja bem documentado, a influéncia destas estruturas
e seu efeito modulador sobre a hiperalgesia crénica ainda nao foram descritos.
Alguns trabalhos de neuroimagem realizados em humanos — Tomografia por
Emissao de Pésitrons (PET) — com marcador de receptor de dopamina D2/D3,
mostram que pode haver alteracdes no tdnus dopaminérgico e na densidade
desses receptores no estriado limbico nas condigdes de dor orofacial crénica
(HAGELBERG et al., 2003) e fibromialgia (WOQOD et al., 2007). Essas alteragbes
neuroquimicas que acompanham a dor cronica podem constituir um processo
fisiopatologico diferente daquele descrito para a dor aguda. A partir disso, nossa
proposta foi verificar a influéncia e possiveis alteragcbes plasticas da via
dopaminérgica do NAcc no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria

persistente em ratos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi, portanto, verificar a participagdo da via

dopaminérgica do NAcc na hiperalgesia persistente de origem inflamatéria.

2.1 Objetivos Especificos

- Investigar o papel da transmissdo dopaminérgica no nucleo
accumbens na modulagdo da hiperalgesia mecanica inflamatéria induzida por
PGE; e durante a inducgao da hiperalgesia persistente de origem inflamatéria.

- Verificar a expressao dos receptores de dopamina no NAcc apos a

instalagao da hiperalgesia persistente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sujeitos

Foram utilizados ratos adultos Wistar machos (200-250 g), provenientes do CEMIB
da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp. Os ratos permaneceram cerca
de um més no biotério do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, sob
condigcdes de temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a

comida e agua, antes de serem submetidos aos ensaios biolégicos.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o guia da |IASP para uso de
animais de laboratério (ZIMMERMANN, 1983) e todos os procedimentos e
protocolos experimentais foram submetidos & aprovagéo prévia do Comité de Etica
para Pesquisa Animal da Unicamp (protocolo numero 1767-1). O desconforto dos

animais e o numero de animais por grupo foram mantidos no minimo possivel.

3.2 Cirurgia estereotaxica para implante de canulas

Para a cirurgia, os ratos foram anestesiados com injecéo intraperitoneal (i.p.) de
uma mistura de cetamina (Cetamin, Syntec), 10mg/100g de peso do animal, e
xilazina (Xilazin, Syntec), 8mg/100g de peso do animal. Apds tricotomia da regiéo
dorsal da cabecga, os animais foram colocados no aparelho esteretaxico e foi
realizada assepsia da regido com alcool etilico 70%. Uma inciséo de
aproximadamente 15mm foi feita no tecido cuténeo, seguida do afastamento do
periésteo para exposicao da calota craniana. A seguir, com uma broca
odontoldgica de ago-carbono esférica (nUmero '2) adaptada a um motor de baixa

rotacdo, o cranio foi perfurado para fixacdo de um parafuso de ago. Outros dois
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orificios foram feitos, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1986), nas
coordenadas (em mm) AP +1.3 (relativo ao Bregma); L +1,8 (relativo a sutura
sagital); V =7,2 (relativo a superficie do cranio) para implante bilateral de duas
canulas-guia de acgo inoxidavel 23G (gauge) com 15mm de comprimento. As
canulas-guia foram implantadas no crénio até que suas extremidades ficassem no
NAcc, 1mm aquém da regido de microinjecéo, e foram fixadas no cranio através
do parafuso de aco e de resina acrilica odontolégica (Vipi Flash; VIPI Industria,
Comércio, Exportacao e Importagdo de Produtos Odontoldgicos Ltda., Brasil). A
técnica de cirurgia estereotaxica foi adaptada para o tratamento crénico: a
quantidade de resina acrilica utilizada foi reduzida, a pele foi perfurada com uma
agulha espessa (19G) para que as canulas-guia passassem através desse tecido

e o tecido cuténeo foi suturado sobre o aparato de fixagao (Figura 1).

28



A Canula

Resina acrilica

Pele

B Canula

Resina acrilica

Figura 1. Cirurgia estereotaxica para implante de cénulas-guia pelo método convencional em
(A) e pelo método adaptado em (B). A esquerda das figuras A e B, a representagéo esquematica
do implante da cénula, detalhando a posigdo da cénula, resina acrilica, pele e osso. A direita,
imagem adquirida do animal 14 dias apds a cirurgia, local da canula em maior detalhe na figura
superior.

Dessa forma, o capacete acrilico n&do ficou exposto, reduzindo a possibilidade de
movimentacdo ou remocgao deste pelo animal durante o comportamento de
limpeza ou manutencéo (“grooming”). Aléem disso, a ferida cirdrgica fechada reduz
o contato com o meio externo, evitando possiveis infecgdes e contribuindo para

uma boa cicatrizagdo dos tecidos o que possibilitou a manutengdo das cénulas
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pelo periodo necessario para realizagdo do tratamento crénico. Uma agulha
gengival 30G, com 15mm de comprimento, e espessura igual ao didmetro interno
da cénula, foi introduzida em cada canula-guia para que as mesmas
permanecessem obliteradas até o momento da administragdo das solucdes. Os
ratos submetidos a cirurgia se recuperaram por, a0 menos, uma semana antes do

inicio dos experimentos.

3.2.1 Adaptacado da cirurgia para implante de um sistema de microinfusao
para liberacao sustentada de drogas no NAcc: Para otimizar a infuséo diaria de
drogas no NAcc necessaria durante 7 dias, padronizamos a técnica de implante de
duas mini bombas osmoticas (Alzet ®) de 7 dias para liberagdo continua de
pequena quantidade (0,5ul/h) da solugdo contendo a droga de interesse. As mini
bombas osméticas foram acopladas a catéteres de polietileno ligados as cénulas
(23G; 15mm de comprimento) que tiveram suas extremidades curvadas (forma de
L, com angulo arredondado). Todo preparo das mini bombas foi realizado em
capela de fluxo laminar, ambiente estéril. Para o implante do conjunto, foi realizada
divuls&o do tecido cutaneo dorsal do animal até a regido interescapular, através da
incisdo feita na pele da cabecga para implante das canulas. O conjunto foi colocado
em posi¢ao subcutaneamente e as canulas implantadas por cirurgia estereotaxica.
Imediatamente apds e no dia seguinte a cirurgia, os animais foram tratados com

dipirona diluida em salina (30mg/500ul), via intraperitoneal (i.p.).

3.3 Teste nociceptivo comportamental
O uso de filamentos de von Frey (VON FREY, 1896) € um método utilizado

rotineiramente em procedimentos experimentais para avaliar nocicepgédo. Esse
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método foi adaptado para um equipamento eletrbnico usado inicialmente em
humanos (JENSEN et al., 1986) e posteriormente adaptado para ratos
(VIVANCOS et al., 2004) e camundongos (CUNHA et al., 2004). No presente
trabalho, os experimentos foram realizados com um analgesimetro eletrénico (EFF
301 Analgesimetro Digital, Insight, Brasil), que consiste em um transdutor de forca
conectado a um contador digital que expressa forca em gramas (g). A precisao do
aparelho é de 0,5 gf e este esta calibrado para registrar uma forca maxima de 150
gf, mantendo a precisdo de 0,5 gf até a forga de 80 gf. O contato do transdutor de
forca com a pata € realizado através de uma ponteira descartavel de polipropileno
com 0,5mm de didmetro adaptada ao transdutor. Os animais foram colocados em
caixas de acrilico, medindo 12x20x17 cm cujo assoalho consiste de uma rede de
malha igual a 5 mm?, constituida de arame néao maleavel de 1 mm de espessura.
Os ratos permaneceram nas caixas durante 15 minutos para habituacao antes do
inicio do teste comportamental. Espelhos ficam posicionados 25 cm abaixo das
caixas de experimentacao para facilitar a visualizacdo das plantas das patas dos

animais.

O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, uma forga linearmente
crescente no centro da superficie plantar da pata do rato até que o animal retirasse
a pata estimulada produzindo uma resposta caracterizada como sacudida
(“flinch’). Os estimulos foram repetidos por até seis vezes, em geral, até que o
animal apresentasse 3 medidas consecutivas similares com uma clara resposta de
“flinch” apds a retirada da pata.

A intensidade de hiperalgesia foi quantificada pela variagdo (A) do limiar

mecanico, em gramas, obtida subtraindo-se a média de trés valores expressos em
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gramas (grama-forga) observados antes da administragcédo de PGE, na pata (valor
basal ou 0 hora) da média de trés valores expressos em gramas (grama-forga)
obtidos 3h apds o tratamento com PGE; na pata. O intervalo de tempo de 3h foi

determinado por ser o pico do efeito hiperalgésico induzido pela PGE..

3.4 Administracao de drogas

As drogas foram administradas localmente. Na pata, foram administradas no
tecido subcutdneo da superficie plantar (intraplantar, i.pl.) com seringa de insulina
(BD Ultra Fine 30U, agulha 29G). PGE, (100ng/50ul/pata) ou salina (50pl/pata)
foram administrados na pata de ratos em uma Unica dose ao dia - hiperalgesia
aguda - ou durante 14 dias para a indugao da hiperalgesia persistente. Como
descrito por Ferreira et al. (1990), duas semanas de administragéo subcutanea de
PGE. induz hiperalgesia mecéanica persistente que permanece por mais de 30 dias
apés a interrupgao do tratamento. A dose de PGE; utilizada é a dose subméaxima
obtida de uma curva dose-resposta previamente determinada em nosso
laboratério. Em alguns experimentos agudos, foi utilizada uma dose menor de
PGE, (30ng/50ul/pata) para determinar se as drogas administradas no NAcc

poderiam estar envolvidas na facilitagdo da hiperalgesia.

Para injecdo no NAcc, os animais foram ligeiramente contidos e as drogas
(GBR12909, SCH23390, Raclopride, U99194A), ou seus veiculos, foram
microinjetadas através de uma agulha gengival de aco inoxidavel 30G ligada a um
tubo de polietileno (0,80x0,40mm; Silverwater B. C., Australia) acoplado a uma
seringa Hamilton de 2ul (Hamilton, Reno, NV, USA). A agulha foi inserida na

canula-guia imediatamente antes da microinjecdo e avangada 1mm além do

32



comprimento da canula-guia. O volume injetado foi 0,25pl, liberado em velocidade
constante por um periodo de 30s. A agulha foi removida 50s apds a completa

administrac&o da droga para evitar um possivel refluxo da solugéo infundida.

Nos animais com mini bombas osmoticas implantadas, a administragédo da droga

no NAcc foi lenta e continua: 0,5ul/h, durante 7 dias.

3.5 Teste para verificacao da atividade motora: Teste da barra giratoria -
Rotarod

O aparato (EFF 411 Rotarod para ratos, Insight, Brasil) consiste basicamente de
uma barra giratéria separada por 5 paredes acrilicas permitindo que sejam
testados 4 ratos simultaneamente. As barras giram em torno de um angulo fixo a
uma velocidade constante. Abaixo de cada uma das barras encontra-se uma
plataforma que desliga o contador no momento em que o animal cai sobre a
mesma. Animais normais podem se manter por longos periodos de tempo sobre o
Rotarod enquanto prejuizos neurolégicos como ataxia, sedagao e
hiperexcitabilidade séo detectados pela inabilidade do animal em se manter em
equilibrio. Dessa maneira, € possivel detectar alguma disfungdo motora

caracterizada por diminuicdo do tempo de permanéncia no equipamento.

Um grupo de 4 ratos foi colocado na barra giratéria, com velocidade constante de
16 rpm, e o tempo de permanéncia foi medido. Os animais passaram pelo treino
com 3 tentativas no dia anterior ao teste (baseline). No dia do teste, a laténcia no
Rotarod foi medida 30 min apds a microinjegcdo no NAcc (adaptado de TAYLOR,

2003).
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3.6 Confirmacao do local de injecao

Ao final dos experimentos, marcador azul de pontamina (0,25ul) foi microinjetado
para verificacdo do local de injecdo intracerebral. Os ratos foram anestesiados,
decaptados e seus cérebros removidos. A marcacdo foi localizada em cortes
coronais de cada cérebro e identificados por diagramas do atlas de Paxinos e
Watson (1986). Somente ratos mostrando a marcacdo na estrutura alvo foram

considerados para analise.

3.7 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas:

- GBR12909 - Inibidor da recaptagéo de dopamina - Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, USA).

- SCH23390 - Antagonista seletivo do receptor D1 de dopamina - Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA)

- Raclopride - Antagonista seletivo do receptor D2 de dopamina - Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA)

- U99194A - Antagonista seletivo do receptor D3 de dopamina - Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA)

- Prostaglandina E, - Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA)

- Dipirona - Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).

GBR12909 foi diluido em DMSO 100% e manipulado em solugé&o salina 0,9%
resultando em solugcdes de DMSO 1,2%, 2,5% e 5% para administracdo nos

animais. Prostaglandina E; foi diluida em alcool etilico 100% para constituigdo de
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uma solugdo mae, posteriormente diluida em solucdo tampéao fosfato 0,1M
(solugéo de estoque) e ainda em solugéo salina 0,9% (alcool etilico 0,00002%).

SCH23390, raclopride, U99194A e dipirona foram diluidos em solucao salina 0,9%.

3.8 Protocolo Experimental

Em experimentos separados, 3 diferentes doses das drogas foram administradas
localmente no NAcc 10 min antes do teste de hiperalgesia em patas de ratos
tratadas com PGE, (100ng/50ul/pata) ou salina (50ul/pata). O teste de hiperalgesia
foi realizado na 3% hora apds o tratamento com PGE,. As doses (0,1; 0,25 e
0,5nmol para GBR12909 e 0,5; 3,0 e 10nmol para SCH23390, raclopride e
U99194A) foram estabelecidas considerando informagdes da literatura sobre
administracdo do inibidor de recaptacao (RADCLIFFE e ERWIN,1996) e dos
antagonistas dos receptores de dopamina (SCHIMDT et al., 2002; ANDERSON et

al., 2006; SAURER et al., 2009; CHAUDHRI et al., 2009) no SNC de ratos.

Em outro experimento, os antagonistas foram co-administrados com o inibidor da
recaptacdo de dopamina, GBR12909, no NAcc, 10 min antes do teste de
hiperalgesia em patas de ratos tratadas com PGE, (100ng/50ul/pata) ou salina
(50ul/pata). O teste de hiperalgesia foi realizado na 3% hora apés o tratamento com

PGE; (Figura 2).

PGE2 Drogas
ou salina ou veiculo
& / Y )
vonFrey | /| von Frey

Basal AR/ 32h

| | |
2:50h 10min

Figura 2. Desenho experimental para hiperalgesia aguda.
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Para verificar se o aumento de dopamina no NAcc facilita a inducdo da
hiperalgesia persistente, ratos foram tratados por 7 dias com GBR 12909 liberado
continuamente através de mini bombas osmaticas ligadas por catéteres as canulas
implantadas no NAcc. Paralelamente, PGE, foi administrada no tecido periférico
(100ng/50ul/pata) diariamente durante esses 7 dias (Figura 3). A dose utilizada foi
a dose eficaz de GBR 12909 0,5nmol obtida no experimento de hiperalgesia aguda
induzida por PGE,. O limiar nociceptivo mecanico foi testado durante o tratamento
farmacologico (dia sim/dia nao) e nos 7° (dia 14) e 14° (dia 21) dias apds a

administragcéo das drogas.

Administragdo de GBR12909 NAce
+
PGE, pata + von Frey (dia sim/dia ndo)

Figura 3. Desenho experimental para hiperalgesia persistente.

Para verificar a hipétese de que a ativagao dos receptores de dopamina no NAcc
contribui na indugdo da hiperalgesia persistente de origem inflamatéria,
antagonistas seletivos dos receptores de dopamina (SCH23390 para Dfi,
raclopride para D2 e U99194A para D3) foram administrados topicamente no NAcc
de ratos. Os ratos foram tratados por 7 dias com um dos antagonistas liberado
continuamente através de mini bombas osmdticas ligadas por catéteres as canulas
implantadas no NAcc. Paralelamente, PGE, foi administrada no tecido periférico

(100ng/50pl/pata) diariamente durante 14 dias (Figura 4). As doses utilizadas
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neste experimento foram as doses que apresentaram efeito no experimento de
hiperalgesia aguda induzida por PGE, quando co-administradas com GBR12909
(SCH23390 3nmol; Raclopride 10nmol; U99194A 10nmol). O limiar nociceptivo
mecanico foi testado durante os 14 dias de inducé&o da hiperalgesia persistente

(dia sim/dia n&o) e 7 dias apéds o tratamento com PGE; (dia 21).

Cirurgia (1mplante canulas
conectadas a mini bombas

von Frey

Figura 4. Desenho experimental para hiperalgesia persistente.

3.9 Imunofluorescéncia: Analise microscopica dos receptores de dopamina
D1 e D2

Os ratos tratados com PGE; ou salina por 14 dias e testados 7 dias apds o término
do tratamento, foram profundamente anestesiados para perfusdo, com solucéo
salina (NaCl 0,9%) seguida de PFA 4%, por via transcardiaca. Em seguida, foi
realizada extragado do cérebro, o qual, depois de extraido, foi armazenado em
solucdo de PFA 4% em geladeira por aproximadamente 2 horas. A solugéo de
PFA 4% foi substituida por uma solugéo de PBS e o cérebro assim armazenado
em geladeira, para posterior corte em vibratomo (50um). Os cortes foram colhidos
sequencialmente e colocados em uma placa com 96 pogos preenchidos com
solugdo de PBS. Foram selecionados cortes em niveis semelhantes, de acordo
com o atlas de Paxinos e Watson (1986), e tomados 3 cortes de cada cérebro

(correspondentes as regides anterior, média e posterior do NAcc) para o ensaio de
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imunofluorescéncia. Os cortes foram transferidos para placas de 24 pogos e
lavados em PBS por 5 vezes de 5 min antes de serem colocados em solugcéo de
bloqueio (PBS, NGS - normal goat serum - 5%, albumina 0,2% e de Triton X100
0,1%). Apds o bloqueio, realizado por 1h, os cortes foram incubados com anticorpo
primario para um dos receptores D1 e D2 (Anti-dopamine D1 receptor rabbit pAb,
324390; Anti-dopamine D2 receptor rabbit pAb, AB5084P, Merck-Millipore,
Billerica, MA, USA) diluidos 1:500 em PBS, albumina 0,2% e Triton X100 0,05%,
onde permaneceram sob agitagdo por 48h a 4°C. Os cortes foram lavados 6
vezes de 10min em PBS+Triton X-100 0,05% e posteriormente incubados no
anticorpo secundario conjugado a um fluoréforo na diluicdo de 1:1000 (Alexa Fluor
488, anti-rabbit 1gG, A-21206, Invitrogen, Eugene, OR, USA). O anticorpo
secundério fluorescente foi diluido em PBS, albumina 0,2% e Triton X100 0,05%. A
incubagdo em anticorpo secundario foi realizada overnight, sob agitagéo, a 4°C.
Em seguida, os cortes foram lavados 6 vezes de 10min em PBS+Triton X-100
0,05%. Finalmente, as laminas foram montadas com glicerol 50% em PBS e
seladas. Antes do ensaio de imunofluorescéncia, as laminas foram gelatinizadas

para melhor ades&o dos cortes as laminas.

As imagens da imunomarcagdo foram obtidas através de microscopia de
fluorescéncia (Leica DFC360 FX), em aumentos de 10X, para quantificacdo da
fluorescéncia da area, e 40X, para analise celular. Por se tratar de receptores de
membrana abundantes na regido de interesse, ha grande variabilidade de
expressdo entre as células, dependente das diferentes projecées que diferentes
células recebem. A analise de células individuais aleatérias poderia nos conduzir a

imprecisdo. Portanto, optou-se pela afericdo das areas contendo as células
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marcadas, para verificar a diferenga de expressdo de uma forma geral. A area
referente ao NAcc foi delimitada em cada corte, de acordo com o atlas de Paxinos
e Watson (1986), tendo como referéncia a comissura anterior € a area delimitada
teve a intensidade de fluorescéncia quantificada através do software LAS AF

(Leica Microsystems).

3.10 Extracao de RNAm e Proteinas

Para extragdo simultdnea de RNAm e proteinas foi utilizado o reagente Trizol®
(Invitrogen, USA), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante. As proteinas foram
resuspensas em tampao de extragcédo padrdo: PB 50 mM pH 7,4, B-mercaptoetanol

5%, EDTA 1 mM, coquetel inibidor de protease (SIGMA) 1% e SDS 1%.

3.11 Analise molecular dos receptores de dopamina D1 e D2 por Western
blotting

Para a realizagdo da andlise por Western blotting, as proteinas das amostras do
NAcc (25pg de proteina/pogo) foram separadas por SDS-PAGE (em gel de
poliacrilamida 10%) e, em seguida, foram transferidas por eletroforese para uma
membrana de nitrocelulose (0,22um). As membranas foram incubadas por 2h em
uma solucéo de leite em pd desnatado 3% para bloqueio dos sitios de ligacao
inespecifica. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas em anticorpo
primario (Anti-dopamine D1 receptor rabbit pAb, 324390 e Anti-dopamine D2
receptor rabbit pAb, AB5084P, Millipore, USA) na concentragéo de 1:500, por 12h,
a 42C. As membranas foram lavadas com PBS contendo Tween-20 0,1% e entao
incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Goat anti-rabbit,

656120, Invitrogen, USA) na concentracdo de 1:10000. Um ensaio de
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quimioluminescéncia (Supersignal West Pico, Pierce, lllinois, USA) foi utilizado
para identificar a imunorreatividade das bandas e a densidade éptica foi avaliada
através do software GeneSnap (Syngene). Para quantificacdo empregou-se o
software GeneTools (Syngene). A dosagem de proteinas feita através do método
de Bradford foi confirmada pela coloracdo das proteinas totais das membranas
com Ponceau S USBry. Desta forma, a coloracdo com Ponceau S permitiu o
emprego do valor da densitometria éptica de todas as proteinas detectadas na

membrana como um controle interno (ROMERO-CALVO et al., 2010).

3.12 Analise da expressao do RNAm por gPCR em tempo real

A quantificacdo de RNAm das amostras foi feita por espectrofotometria, utilizando-
se o aparelho EPOCH (Bio-Tek, USA). A sintese de cDNA foi realizada a partir de
1ug de RNA total, utilizando o kit High Capacity (Life Technologies, USA) com
hexameros aleatérios, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. O cDNA
obtido foi diluido 10 vezes em agua deionizada e foi armazenado a -20°C. O nivel
de expressdo génica foi determinado através de PCR em tempo real realizado em
um sistema Step One Plus® Applied (Applied Biosystems, USA) utilizando o
reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies,USA). Como controle
enddgeno foi utilizado o gene GAPDH (FW: 5- AAGATTGTCAGCAATGCATCC -
3" ; RV: 5- ACTGTGGTCATGAGCCCTTC - 3’). Os primers para os receptores de
dopamina D1 (FW: & — CCGAGATTGCTGGCTTTTGG - 3; RV 5-
GGTTCAGAATGGACGCCGTA - 3’) e D2 (FW: 5- AAGACGATGAGCCGCAGAAA
-3; RV 5 — CTGTTGACATAGCCCAGCCA - 3’) foram desenhados utilizando a
ferramenta de primer blast do site NCBI/ (National Center for Biotechnology

Information; www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK
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LOC=BlastHome) e sintetizados por Eurofins, Nantes, Franca. As condi¢des para
os ciclos de PCR foram: 10min a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15s e
60°C por 1min. As amostras foram processadas em ftriplicata € uma andlise de
melting foi realizada em cada amostra. A determinacdo da expressédo génica
relativa foi realizada através do método 2*“'. O valor de Ct (ciclo limiar no qual a
fluorescéncia medida é maior que o limiar padréao da fluorescéncia de fundo) foi
determinado para os genes alvos e o controle endégeno em cada amostra. A
diferenga entre os valores de Ct dos genes alvos e do controle enddgeno foi
determinada para cada amostra (ACt). A mudanca relativa da expressao génica foi

calculada como 2722t

3.13 Anadlises estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas com o auxilio do
programa Graph Pad Prism 4.0 e os resultados foram expressos como a média +
erro padrdao da média (e.p.m.) dos animais de cada grupo. A analise das curvas
obtidas foi feita pelo teste de andlise de varidncia ANOVA One-way seguido de
Teste Tukey para as comparagdes multiplas. Em analises comparando dois grupos
em relacdo a uma variavel independente foi utilizado teste T de Student nao-
pareado. Dados com duas variaveis independentes foram analisados por ANOVA
Two-way seguido do Teste Bonferroni para comparagdes de todos os pares. O

nivel de significancia foi de p<0,05.

41



42



Resultados

43



44



4. RESULTADOS

4.1 Procedimento cirurgico para implante de cdnulas nao alterou o limiar
mecanico

Para avaliar se o procedimento de cirurgia estereotaxica para implante das
canulas-guia interfere com o limiar mecéanico nociceptivo dos animais, o teste do
limiar nociceptivo mecéanico — von Frey eletrénico — foi realizado previamente a
cirurgia e 7 ou 10 dias apés a cirurgia.

Como pode ser verificado na figura 5, o limiar mecanico dos animais se manteve
semelhante antes e apds - 7 ou 10 dias - a cirurgia, mostrando que nao houve
interferéncia do procedimento cirurgico sobre a resposta comportamental dos

animais.

Limiar Mecanico (g)
N
(3]

Antes cirurgia 7 dias apos 10 dias apos

Figura 5. Limiar mecanico da pata de ratos submetidos a cirurgia estereotaxica para
implante de canulas-guia. O teste nociceptivo comportamental do limiar mecénico foi realizado
pelo analgesimetro eletrénico antes e 7 ou 10 dias apés a cirurgia. Os dados sao expressos como
média £ epm de 6 animais por grupo (ANOVA One-way seguida de Teste Tukey; p>0,05).

Apenas os ratos com as cénulas-guia corretamente localizadas no NAcc foram

utilizados para as analises. Com relacao as subdivisdes do NAcc, as extremidades
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das cénulas-guia ficaram localizadas proximas a interface core e shell (Figura 6),
por essa razdo ndo fomos capazes de determinar qualquer diferenga entre

administracoes de drogas no core ou shell do NAcc.

Figura 6. Desenho esquematico (esquerda) e foto (direita) de um corte coronal de cérebro
(AP+1,3) mostrando a localizacdo da extremidade da cénula-guia no NAcc dos ratos
utilizados nas analises. CA: comissura anterior (Paxinos e Watson, 1986).

Para avaliar se 0 método cirurgico adaptado poderia provocar danos teciduais aos
animais, pele e osso, em contato prolongado com o acrilico, foram removidos e
preparados para histologia. A andlise histolégica detalhada foi realizada nos
tecidos cutdneo e 6sseo de 2 grupos (n=4 por grupo) de animais: capacete
(submetido a cirurgia estereotaxica convencional) e suturado (submetido a cirurgia
adaptada). Verificou-se um melhorado processo de cicatrizagdo da pele quando
esta € suturada em relagado aquele que acontece quando o capacete acrilico é
mantido sobre a ferida cirurgica. A pele dos animais suturados apresenta tecido de
granulagao e evidente reepitelizagdo, em estagios adiantados quando comparados

a pele dos animais submetidos a cirurgia convencional (Figura 7).
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Figura 7. Cortes histologicos de pele: A, B e C - pele de animais submetidos a cirurgia
convencional (capacete) e D, E e F: pele de animais submetidos a cirurgia modificada
(suturado) 14 dias apods a cirurgia. A marcagdo com azul de toluidina evidenciou a epiderme (E),
derme (D), tecido de granulagao (GT), zona de contato com a resina acrilica, que foi removida (DC)
e zona de reepitelizagdo (¥). A borda da ferida do grupo submetido a cirurgia convencional mostra
atrasada cicatrizagédo onde células inflamatérias (*) podem ser observadas (setas). (Créditos: Silvio
Consonni)

Com relagdo ao tecido 6sseo, na técnica modificada houve a formacédo de uma
zona de ossificagdo com trabéculas 6sseas organizadas (Figura 8), indicando um
processo avangado de cicatrizacdo, o que poderia ser explicado por uma fixacéo
favorecida pela pele sobrejacente. Quando o capacete externo é mantido, as
canulas ficam mais suscetiveis a pequenos deslocamentos quando o animal mexe

no aparato, o que prejudica a cicatrizagao.
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Figura 8. Cortes histolégicos longitudinais do osso do cranio: A, B e C - osso de animais
submetidos a cirurgia convencional (capacete) e D, E e F - osso de animais submetidos a
cirurgia modificada (suturado) 14 dias apds a cirurgia. Em A e D a marcagdo com
Hematoxilina-Eosina (H&E) evidenciou a morfologia da perfuragdo da canula-guia (CH), que foi
removida, e tecido ésseo adjacente, onde morfologia 6ssea tipica (B) pode ser observada com
vasos sanguineos (BV) e periésteo (PE). No grupo da cirurgia convencional, CH apresenta um
tecido fibroso com células inflamatérias, coagulo e eritrécitos (¥) enquanto no grupo da cirurgia
modificada, uma zona de ossificagdo (OS) pode ser verificada adjacente ao osso. Em B e E, a
marcacao com Sirius Red (em C e F sob luz polarizada) evidencia a organizacdo das fibras
colagenas préximo a CH. Em B e C o colageno foi raramente encontrado na regido do coagulo (¥
), o tecido fibroso adjacente ndo mostrou organizacdo das fibras, mas, uma pequena regido de
ossificacdo (OS) foi observada. Em contraste, E e F mostram uma zona de ossificagédo (OS) com
osteoblastos organizados em fina trabéculas, que podem ser claramente observadas sob luz
polarizada (setas). (Créditos: Silvio Consonni)

4.2 Aumento de dopamina no NAcc reduziu a hiperalgesia inflamatoria

O inibidor da recaptacédo de dopamina, GBR12909 foi administrado intra NAcc
10min antes da medida do limiar nociceptivo realizado 3 horas apés a
administracdo de PGE, (100ng/50ul/pata) ou salina (50ul/pata). GBR12909
0,5nmol foi capaz de reduzir a hiperalgesia na 32 hora p6s PGE, (Figura 9). A
administracdo de GBR12909 nao alterou o limiar nociceptivo mecanico em ratos

tratados com salina na pata.
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Figura 9. Efeito da administracdo no NAcc do inibidor da recaptacdo de dopamina,
GBR12909, sobre a hiperalgesia mecanica induzida por PGE,. A administracdo no NAcc de
GBR12909 0,5nmol, mas ndo 0,1 ou 0,25nmol, preveniu a hiperalgesia medida 3h apds a
administragdo de PGE, (100ng/pata) no tecido periférico. GBR12909 foi administrado 10 min antes
do teste nociceptivo mecéanico realizado na 32 hora. A administracdo de GBR12909 n&o alterou o
limiar nociceptivo mecénico em patas tratadas com salina (50pl). O simbolo “**” significa diferenca
estatistica (p<0,001) dos grupos Veiculo/PGE,, GBRO0,1/PGE,, GBRO0,25/PGE, em relagdo ao
grupo GBRO,5nmol/PGE, e aqueles tratados com salina na pata. Os dados sdo expressos como
média £ epm de 8 animais por grupo (ANOVA One-way seguida do Teste Tukey).

Para demonstrar que a diminuicdo do limiar nociceptivo mecénico ndo estava
associada a alteragao da atividade motora, ratos tratados com GBR12909 0,5nmol
(0,25pl/lado) no NAcc foram testados na barra giratoria (Rotarod). Nao houve
diferenga no tempo de permanéncia na barra giratéria entre o grupo de ratos

tratados com GBR12909 e veiculo (0,25ul/lado).

4.3 O efeito anti-hiperalgésico do aumento de dopamina no NAcc nao é
mediado pelo receptor D1

Para verificar se o receptor D1 esta envolvido na analgesia induzida pelo aumento
de dopamina no NAcc, a administracdo de 3 diferentes doses de SCH23390,

antagonista do receptor D1, foi seguida pela administragdo do inibidor de
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recaptagdo de dopamina, GBR12909 0,5nmol. A hiperalgesia foi medida 3 horas
apdés a administracao de PGE, (100ng/pata) ou salina (50ul/pata) e 10 minutos
apo6s a administracao das drogas ou veiculo (0,5pl/lado) no NAcc. Como mostrado
na Figura 10, SCH23390 nao reverteu o efeito anti-hiperalgésico induzido pelo
GBR12909. A combinagdo de SCH23390 e GBR12909 nao alterou o limiar

mecanico de patas tratadas com salina.
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Figura 10. Efeito da administracdo do antagonista do receptor D1 sobre a analgesia induzida
pelo aumento de dopamina no NAcc. A administralgéo de SCH23390 no NAcc n&o alterou o
efeito anti-hiperalgésico do GBR12909 0,5nmol administrado imediatamente depois, medido 3h
apds a administragdo de PGE; no tecido periférico. A combinagédo de SCH23390 e GBR12909 nao
alterou o limiar nociceptivo mecénico em patas tratadas com salina. O simbolo “*** significa
diferenga estatistica (p<0,001) do grupo Veiculo/PGE, em relagdo ao grupo Veiculo/Sal e aos
demais grupos tratados com SCH nas diferentes doses+GBR/PGE, ou salina na pata. Os dados
s80 expressos como média = epm de 6 animais no grupo SCH10nmol e de 8 animais nos demais
grupos (ANOVA One-way seguida do Teste Tukey). SCH: SCH23390 e GBR: GBR12909.

4.4 A administracao do antagonista seletivo de receptor D1, SCH23390, no
NAcc nao alterou a resposta nociceptiva induzida por PGE;.

A administragdo do antagonista seletivo do receptor D1 de dopamina, SCH23390
3nmol, no NAcc nao alterou a hiperalgesia induzida por PGE,. A droga e o veiculo
foram administrados centralmente 2h 50min apds a injecédo de PGE; ou salina na
pata, ou seja, 10 min antes do teste nociceptivo que ocorreu na 32 hora. A Figura
11 mostra que os grupos tratados com salina (50ul) na pata nao apresentaram
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diferenga no limiar mecanico quando receberam SCH23390 3nmol ou veiculo
(0,25pl/lado) intra NAcc. Quando PGE, foi injetada na dose submaxima de
100ng/50ul/pata, a intensidade de hiperalgesia nao diferiu significativamente entre
os animais que receberam no NAcc o antagonista do receptor D1 ou seu veiculo.
Para avaliar uma possivel facilitacdo provocada pelo bloqueio do receptor D1, que
poderia estar mascarada quando a dose submaxima de PGE; foi utilizada, uma
dose subliminar de 30ng/50ul/pata foi administrada. Os grupos tratados com a
dose subliminar de PGE, ou com salina ndo apresentaram diferengca no limiar

nociceptivo mecanico quando receberam SCH23390 ou veiculo.
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Figura 11. Efeito do antagonista do receptor D1 de dopamina, SCH23390, sobre a
hiperalgesia induzida por PGE,. A administragdo de SCH23390 3nmol n&o alterou a hiperalgesia
medida 3h apds a administragdo de PGE2 (100ng ou 30ng/pata) no tecido periférico. SCH23390
néo alterou o limiar mecanico de patas tratadas com salina. O simbolo “**” indica que os grupos
Veiculo/PGE,100 e SCH/PGE,100 s&o significativamente diferentes (p<0,001) dos grupos
Veiculo/Sal e PGE,30 e grupos SCH/Sal e PGE,30. Os dados sdo expressos como média = epm
de 7 animais por grupo (ANOVA One-way seguida do Teste Tukey).

4.5 O efeito anti-hiperalgésico do aumento de dopamina no NAcc é
bloqueado pela co-administragcao de raclopride

A administracdo do antagonista do receptor D2, raclopride, foi seguida pela
administracdo do inibidor de recaptagcado de dopamina, GBR129090 5nmol, para

verificar se o receptor D2 estd envolvido na analgesia induzida pelo aumento de

51



dopamina no NAcc. A hiperalgesia foi medida 3 horas ap6s a administragao de
PGE, (100ng/pata) ou salina (50pul/pata) e 10 minutos apds a administracdo das
drogas ou veiculo (0,5pl/lado) no NAcc. Como mostrado na Figura 12, raclopride
10nmol reverteu o efeito anti-hiperalgésico induzido pelo GBR12909. A
combinagédo de raclopride e GBR12909 nao alterou o limiar mecénico de patas
tratadas com salina.
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Figura 12. Efeito da administracdo do antagonista do receptor D2 sobre a analgesia induzida
pelo aumento de dopamina no NAcc. A administral¢géo de raclopride 10nmol no NAcc blogueou
o efeito anti-hiperalgésico do GBR12909 0,5nmol administrado imediatamente depois, medido 3h
apds a administracdo de PGE2 no tecido periférico. A combinagéo de raclopride e GBR12909 nao
alterou o limiar nociceptivo mecénico em patas tratadas com salina. O simbolo “*** significa
diferenga estatistica (p<0,001) dos grupos Veiculo/PGE, e Rac 10+GBR/PGE, em relagdo aos
grupos Veiculo/Sal e Rac 0,5 ou 3 + GBR/PGE; ou salina. Os dados s&o expressos como média *
epm de 7 animais por grupo (ANOVA One-way seguida do Teste Tukey). Rac: Raclopride.

4.6 O antagonista do receptor de dopamina D2 intra NAcc favoreceu a
resposta nociceptiva induzida por PGE;

Raclopride ou veiculo foram administrados centralmente 2h 50min apos a injegdo
de PGE; ou salina na pata, ou seja, 10 min antes do teste nociceptivo que ocorreu
na 32 hora. A Figura 13 mostra que os grupos tratados com salina (50ul) na pata

nao apresentaram diferenca no limiar mecanico quando receberam raclopride

52



10nmol ou veiculo (0,25pl/lado) intra NAcc. Quando PGE; foi injetada na dose de
100ng/50ul/pata, a intensidade de hiperalgesia nao diferiu significativamente entre
os animais que receberam no NAcc o antagonista do receptor D2 ou seu veiculo.
Para avaliar uma possivel facilitacdo provocada pelo bloqueio do receptor D2, que
poderia estar mascarada quando a dose submaxima de PGE; foi utilizada, uma
dose subliminar de 30ng/50pl/pata foi administrada. O grupo tratado com veiculo
ndo apresentou diferenca no limiar mecanico quando tratado com PGE, 30ng ou
salina na pata. No entanto, a dose subliminar de PGE foi capaz de provocar uma

resposta hiperalgésica nos ratos que receberam raclopride no NAcc.
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Figura 13. Efeito do antagonista do receptor D2 de dopamina, raclopride, sobre a
hiperalgesia induzida por PGE,. A administracéo de raclopride 10nmol n&o alterou a hiperalgesia
medida 3 horas apds a administracdo de PGE, (100ng/pata) no tecido periférico. No entanto,
raclopride foi capaz de facilitar a hiperalgesia quando a dose subliminar de PGE, (30ng/pata) foi
utilizada. Raclopride nao alterou o limiar mecanico de patas tratadas com salina. O simbolo
“**"(p<0,001) indica que os grupos Veiculo/PGE, 100 e Raclopride/PGE, 100 sao estatisticamente
diferentes dos grupos Veiculo/Sal ou PGE, 30 e Raclopride/Sal. “*” (p<0,05) significa diferenga
significativa dos grupos Veiculo ou Raclopride/PGE; 100 em relagao ao grupo Raclopride/PGE, 30.
“#” (p<0,01) indica a diferenca entre Raclopride/PGE, 30 e Veiculo ou Raclopride/Sal ou
Veiculo/PGE, 30. Os dados s&o expressos como média + epm de 10 animais por grupo (ANOVA
One-way seguida do Teste Tukey).

4.7 O antagonista do receptor D3 reduz parcialmente o efeito anti-

hiperalgésico induzido pelo aumento de dopamina no NAcc
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Para verificar se o receptor D3 esta envolvido na analgesia induzida pelo aumento
de dopamina no NAcc, a administragédo de U99194A, antagonista do receptor D3,
foi seguida pela administracao do inibidor de recaptacao de dopamina, GBR12909
0,5nmol. A hiperalgesia foi medida 3 horas apdés a administracao de PGE;
(100ng/pata) ou salina (50pl/pata) e 10 minutos apds a administragéo das drogas
ou veiculo (0,5ul/lado) no NAcc. U99194A foi capaz de reverter parcialmente o
efeito anti-hiperalgésico induzido pelo GBR12909. A combinagao de U99194A e

GBR12909 néo alterou o limiar mecanico de patas tratadas com salina (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da administracdo do antagonista do receptor D3 sobre o efeito anti-
hiperalgésico induzido pelo aumento de dopamina no NAcc. A administralcdo de U99194A
10nmol no NAcc reduziu o efeito anti-hiperalgésico do GBR12909 0,5nmol administrado
imediatamente depois, medido 3h ap6s a administragdo de PGE, no tecido periférico. A
combinacao de U99194A e GBR12909 n&o alterou o limiar nociceptivo mecanico em patas tratadas
com salina. O simbolo “*** (p<0,001) indica que o grupo Veiculo/PGE, é diferente dos grupos
Veiculo/Sal, U 0,5 ou 3+GBR/Sal ou PGE,. “#” (p<0,01) significa diferenga estatistica do grupo U
10+GBR/PGE, em relagdo aos grupos Veiculo/Sal ou PGE,, U 0,5 ou 3+GBR/Sal ou PGE,. Os
dados sdo expressos como média £ epm de 7 animais por grupo (ANOVA One-way seguida do
Teste Tukey). U: U99194A.

4.8 Antagonista seletivo de receptor D3, U99194A, administrado no NAcc nao
alterou a resposta nociceptiva induzida por PGE2.
U99194A ou o veiculo foram administrados centralmente 2h 50min apds a injegao

de PGE; ou salina na pata, ou seja, 10 min antes do teste nociceptivo que ocorreu
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na 32 hora. A Figura 15 mostra que os grupos tratados com salina (50ul) na pata
ndo apresentaram diferenga no limiar mecanico quando receberam U99194A
10nmol ou veiculo (0,25pl/lado) intra NAcc. Quando PGE; foi injetada na dose de
100ng/50ul/pata, a intensidade de hiperalgesia nao diferiu significativamente entre
os animais que receberam no NAcc o antagonista do receptor D3 ou seu veiculo.
A dose subliminar de PGE, (30ng/50ul/pata), administrada para avaliar uma
possivel facilitagdo provocada pelo bloqueio do receptor D3, ndo foi capaz de

provocar resposta hiperalgésica.
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Figura 15. Efeito do antagonista do receptor D3 de dopamina, U99194A, sobre a hiperalgesia
induzida por PGE,. A administracdo de U99194A 10nmol n&o alterou a hiperalgesia medida 3h
apds a administragdo de PGE, (100ng ou 30ng/pata) no tecido periférico. U99194A nao alterou o
limiar mecénico de patas tratadas com salina. O simbolo “**” (p<0,001) indica que os grupos
Veiculo ou U99194A/PGE, 100 s&o significativamente diferentes dos grupos Veiculo/Sal ou PGE,
30 e U99194A/Sal ou PGE, 30. Os dados séo expressos como média + epm de 6 animais por
grupo (ANOVA One-way seguida do Teste Tukey).

4.9 Administracdo de PGE, no tecido periférico por 14 dias induziu
hiperalgesia persistente

Para indugéo de hiperalgesia persistente, PGE, (100ng/50pl/pata) foi administrada
por 14 dias consecutivos. Os ratos foram submetidos ao teste nociceptivo
mecéanico antes do inicio do tratamento e em dias alternados (dia sim, dia nao)

durante o tratamento com PGE,, com testes realizados antes de sua
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administrac&o. A partir do 5° dia de administracédo de PGE, comeca a haver uma
reducao do limiar mecéanico, que se torna significativa no 7° dia. Essa redugéo do
limiar nociceptivo é indicativa de hiperalgesia € se manteve, a partir do 7° dia,
durante e apés o tratamento com PGE; (Figura 16). Em todos os experimentos de
hiperalgesia persistente os dados se referem ao limiar nociceptivo mecéanico e sua

variagao pode ser observada ao longo do tempo.
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Figura 16. Inducdo de hiperalgesia persistente (esquerda do grafico). A hiperalgesia
persistente foi induzida pela administragdo de PGE, (100ng/pata) por 14 dias e o limiar se manteve
reduzido em relagdo ao controle a partir do 7° dia de administragdo. Manutencao da hiperalgesia
persistente (direita do grafico). Sete dias (212 dia) apds o término do tratamento com PGE,, o
limiar mecénico nociceptivo permaneceu reduzido. Os simbolos “** (p<0,05) e “#” (p<0,01)
significam estatisticamente diferente do grupo salina. Os dados s&o expressos como média + epm
de 6 por grupo (ANOVA Two-way seguido de Teste Bonferroni (esquerda); teste T ndo pareado
(direita).

Apo6s os experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados, com uma
mistura de cetamina e xilazina, e submetidos a perfusdo transcardiaca com
solugao salina 0,9% seguida de paraformaldeido 4% (PFA 4%) tamponado com
tampao fosfato 0,1M. Os cérebros foram removidos e mantidos em imersdo em
PFA 4% por 2h e posteriormente em PBS. Foram cortados em vibratomo e

microscopicamente analisados por imunofluorescéncia.
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4.10 Procedimento cirurgico para implante de canulas nao alterou a indugcao

e manutencao da hiperalgesia inflamatoria persistente

Para avaliar se a cirurgia estereotaxica para implante das canulas-guia interfere no
desenvolvimento e manutencdo da hiperalgesia persistente, o teste do limiar
nociceptivo mecéanico — von Frey eletrénico — foi realizado previamente e em dias
alternados (dia sim/dia nao) apds a cirurgia. A figura 17 indica que nao houve
interferéncia do procedimento cirurgico sobre a resposta comportamental dos

animais.
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Figura 17. Efeito do procedimento cirurgico estereotaxico sobre a inducdo (esquerda do
grafico) e manutencao (direita do grafico) da hiperalgesia persistente. A hiperalgesia
persistente foi induzida pela administragcédo de PGE, (100ng/pata) por 14 dias em ratos submetidos
ou ndo a cirurgia estereotaxica. O limiar apresenta redug¢do nos dois grupos ao longo do periodo de
administragédo. Sete dias (212 dia) ap6s o término do tratamento com PGE,, o limiar mecénico
nociceptivo permaneceu reduzido nos dois grupos. Os dados s&o expressos como média £ epm de
5 animais por grupo. p>0,05; ANOVA Two-way seguido de Teste Bonferroni (esquerda); teste T
néo pareado (direita).

4.11 Hiperalgesia persistente é favorecida pelo aumento de dopamina no

NAcc
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A fim de evitar um trauma tecidual mecénico pela infusdo diaria de 0,25ul/lado de
drogas no NAcc durante 7 dias, mini bombas (mini pump) osméticas foram
implantadas para liberagdo continua de pequena quantidade (0,5ul/h) de solugao
contendo a droga de interesse. Ratos submetidos a infusdo continua de salina néo
apresentaram alteragdes comportamentais quando comparados aos ratos que néo

receberam o implante das mini bombas osméticas (Figura 18).
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Figura 18. Efeito do procedimento para implante de mini bombas osméticas sobre a
resposta comportamental de ratos. A hiperalgesia foi induzida pela administragdo de PGE,
(100ng/pata) por 7 dias em ratos submetidos ou n&o a cirurgia. O limiar apresenta redug¢ao nos dois
grupos ao longo do periodo de administragéo, se restabelecendo 7 dias (14° dia) apos o término do
tratamento com PGE,. A direita do gréafico, o limiar mecénico 14 dias (21° dia) ap6s o término do
tratamento com PGE,. Os dados sdo expressos como média £ epm de 5 animais por grupo.
p>0,05; ANOVA Two-way seguido de Teste Bonferroni (esquerda do gréfico); teste T n&o pareado
(centro e direita). Sal: Salina.

A administracéo de PGE; na pata por 7 dias n&o foi capaz de induzir hiperalgesia
persistente quando associada a infusdo de veiculo no NAcc. No entanto, ratos
submetidos a infusé&o continua do inibidor de recaptacéo de dopamina, GBR12909
0,5nmol no NAcc por 7 dias, apresentaram redugdo persistente do limiar
nociceptivo apds 7 dias de administracao de PGE, (100ng/50ul) na pata. O limiar

mecanico se manteve reduzido por até 14 dias apo6s o tratamento. O inibidor de
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recaptagao infundido intra-NAcc ndo alterou a resposta da pata contralateral que

recebeu salina (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do aumento de dopamina no NAcc sobre o limiar mecanico. Redugéo
persistente do limiar mecéanico foi induzida pela administracdo de PGE, (100ng/pata) por 7 dias
concomitante a administragdo do inibidor de recaptagdo de dopamina, GBR12909 0,5nmol no
NAcc. O limiar se apresentou reduzido em relagdo ao controle no 72 dia de administragéo e essa
reducdo se manteve no 142 e 212 dias. O simbolo “*” (p<0,05) indica que os grupos GBR ou
Veiculo/PGE, sao estatisticamente diferentes do grupo GBR/Sal. “**” (p<0,001) significa diferenca
significativa do grupo GBR/PGE, em relagédo aos grupos GBR/Sal e Veiculo/PGE,. Os dados séo
expressos como meédia £ epm de 5 animais por grupo. ANOVA Two-way seguido de Teste
Bonferroni (esquerda do gréafico); ANOVA One-way seguido de teste Bonferroni (centro e direita do
grafico). GBR: GBR12909; Sal: Salina.

A hiperalgesia persistente, verificada pela reducéo persistente do limiar mecanico,
foi observada nos ratos submetidos a administracdo concomitante de GBR12909
intra-NAcc e PGE, na pata por 7 dias e nao diferiu da hiperalgesia induzida por 14

dias de administragdo de PGE; na pata (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do aumento de dopamina no NAcc na inducido (esquerda e centro do
grafico) e manutencéo (direita do grafico) da hiperalgesia persistente. Hiperalgesia persistente
foi induzida pela administragdo concomitante de PGE, (100ng/pata) e do inibidor de recaptagéo de
dopamina, GBR12909 0,5nmol por 7 dias no NAcc e foi semelhante ao grupo que recebeu PGE,
na pata por 14 dias. A hiperalgesia observada permaneceu até o 21° dia (direita do gréfico). Os
dados sd@o expressos como média £ epm de 6 animais por grupo. p>0,05; ANOVA Two-way
seguido de Teste Bonferroni (esquerda); teste T n&o pareado (centro e direita). GBR: GBR12909.

4.12 A administracao sustentada do antagonista seletivo do receptor D1,
SCH23390, no NAcc alterou a resposta nociceptiva persistente induzida por
PGE;

A infusdo por 7 dias de SCH23390 3nmol no NAcc de ratos ndo comprometeu o
processo de sensibilizagdo durante os 14 dias de administragédo de PGE; na pata.
No entanto, quando comparado ao grupo que recebeu veiculo intra-NAcc, o grupo
SCH23390 apresentou um aumento no limiar mecénico medido 7 dias apds o
término do tratamento periférico com PGE, (Figura 21). O antagonista do receptor
D1 néo alterou o limiar mecénico da pata contralateral tratada com salina (dados

nao apresentados).
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Figura 21. Efeito do antagonista do receptor D1 de dopamina, SCH23390, sobre a
hiperalgesia persistente induzida por PGE, O antagonista de D1, SCH23390 3nmol
administrado por 7 dias, ndo alterou o processo de sensibilizagdo ao longo dos 14 dias de
administracdo de PGE2 (100ng/pata) no tecido periférico (esquerda do grafico). No entanto, a
administragdo de SCH23390 3nmol por 7 dias no periodo de indugéo (14 dias de administragédo de
PGE; no tecido periférico), alterou o limiar mecénico medido 7 dias apds os 14 dias de tratamento
com PGE, (direita do gréafico). O simbolo “**” (p<0,005) indica que o grupo tratado é
significativamente diferente do grupo veiculo. Os dados sdo expressos como média £ epm de 6
animais por grupo. ANOVA Two-way seguido do Teste Bonferroni (esquerda); teste T ndo pareado
(direita). SCH: SCH23390.

4.13 Raclopride intra-NAcc atenuou a resposta nociceptiva persistente
induzida por PGE,

Ratos que receberam infusdo de raclopride 10nmol por 7 dias no NAcc nao
apresentaram alteracdo no processo de sensibilizagdo durante os 14 dias de
administracdo de PGE, na pata. No entanto, quando comparado ao grupo que
recebeu veiculo intra-NAcc, o grupo raclopride apresentou um aumento no limiar
mecanico medido 7 dias apds o término do tratamento periférico com PGE (Figura
22). O antagonista do receptor D2 nao alterou o limiar mecanico da pata

contralateral tratada com salina (dados nao apresentados).
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Figura 22. Efeito do antagonista do receptor D2 de dopamina, raclopride, sobre a
hiperalgesia persistente induzida por PGE,. O antagonista de D2, raclopride 10nmol,
administrado por 7 dias, ndo alterou o processo de sensibilizagdo ao longo dos 14 dias de
administragdo de PGE, (100ng/pata) no tecido periférico (esquerda do grafico). No entanto, a
administragédo de raclopride por 7 dias no periodo de indugao (14 dias de administracdo de PGE,
no tecido periférico), alterou o limiar mecanico medido 7 dias apds os 14 dias de tratamento com
PGE, (direita do grafico). O simbolo “*” (p<0,05) indica que o grupo tratado difere significativamente
do grupo controle. Os dados sdo apresentados como média £ epm de 6 animais por grupo.
ANOVA Two-way seguido do Teste Bonferroni (esquerda); teste T ndo pareado (direita). Rac:
Raclopride.

4.14 Antagonista seletivo de receptor D3, U99194A, administrado
cronicamente no NAcc nao alterou a resposta nociceptiva induzida por PGE
U99194A 10nmol ou o veiculo foram administrados centralmente, por infusdo
continua, durante 7 dias. Nao houve alteragcdo no processo de sensibilizacéo
durante os 14 dias de administragdo de PGE, na pata. Quando comparado ao
grupo que recebeu veiculo intra-NAcc, o grupo que recebeu o antagonista de D3
ndo apresentou alteragdo do limiar mecéanico medido 7 dias apds o término do
tratamento periférico com PGE, (Figura 23). U99194A n&o alterou o limiar

mecanico da pata contralateral tratada com salina (dados ndo apresentados).
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Figura 23. Efeito do antagonista do receptor D3 de dopamina, U99194A, sobre a hiperalgesia
persistente induzida por PGE,. A administragdo de U99194A 10nmol no NAcc, por 7 dias, ndo
alterou a hiperalgesia observada durante (esquerda do grafico) e 7 dias apds (direita da gréafico) a
administracdo crénica de PGE, (100ng/pata) no tecido periférico. Os dados sdo apresentados
como média £ epm de 6 animais por grupo. p>0,05; ANOVA Two-way seguido do Teste Bonferroni
(esquerda); teste T nao pareado (direita).

4.15 A hiperalgesia persistente de origem inflamatéria nao alterou a
expressdo dos receptores de dopamina na NAcc avaliada por
imunofluorescéncia

A partir dos resultados comportamentais, com evidente participacdo dos
receptores de dopamina no processo de inducdo (14 dias de administracdo de
PGE,) da hiperalgesia persistente, foi realizada analise da expressdo dos
receptores dopaminérgicos por imunofluorescéncia. Para analise, a intensidade de
fluorescéncia da 4rea correspondente ao NAcc - delimitada a partir da comissura
anterior (CA) - dos animais controles e tratados foi quantificada. Intensa
imunomarcacgéo foi observada no NAcc dos dois grupos, no entanto, nao houve

diferenca na intensidade de fluorescéncia determinada pelos receptores D1

(Figura 24) ou pelos receptores D2 (Figura 26) entre os grupos controle e tratado.
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Em uma imagem em maior aumento (40X) é possivel observar a disposicéao dos
receptores dopaminérgicos imunomarcados na membrana dos neurdnios do NAcc

(Figuras 25 e 27).
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Figura 24. Efeito da administracao de PGE, na pata por 14 dias sobre a expressido do
receptor D1 de dopamina no NAcc de ratos. Fotos representativas da marcagao do receptor D1
no NAcc apds administragdo de salina (50ul/pata) por 14 dias (A) e administragdo de PGE,
(100ng/50pl/pata) por 14 dias (B) (em aumento de 10X). O grafico (C) representa a intensidade de
fluorescéncia (unidades arbitrarias) do NAcc em cada grupo (n=4 por grupo; Teste T ndo pareado;
p>0,05). CA: comissura anterior.

Figura 25. Fotos representativas da marcacéao do receptor D1 no NAcc, em maior aumento
(40X), mostrando o padrao de marcacdao na membrana dos neurénios imunomarcados.
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Figura 26. Efeito da administracdo de PGE, na pata por 14 dias sobre a expressido do
receptor D2 de dopamina no NAcc de ratos. Fotos representativas da marcagéo do receptor D2
no NAcc apds administragdo de salina (50ul/pata) por 14 dias (A) e administragdo de PGE,
(100ng/50pl/pata) por 14 dias (B) (em aumento de 10X). O grafico (C) representa a intensidade de
fluorescéncia (unidades arbitrarias) do NAcc em cada grupo (n=4 por grupo; Teste T ndo pareado;
p>0,05). CA: comissura anterior.

Figura 27. Fotos representativas da marcacao do receptor D2 no NAcc, em maior aumento
(40X), mostrando o padrao de marcacao na membrana dos neurénios imunomarcados.
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4.16 Hiperalgesia persistente de origem inflamatdria nao alterou a expressao
de receptores de dopamina no NAcc avaliada por Western blotting

A andlise dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 por Western blotting néao
mostrou alteracdo quantitativa desses receptores no NAcc dos ratos tratados por

14 dias com PGE, na pata quando comparados ao grupo controle, que recebeu

salina por 14 dias (Figuras 28 e 29).
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Figura 28. Expressdao do receptor D1 de dopamina no NAcc de ratos com hiperalgesia
persistente induzida pela administracdo cronica de PGE, na pata. A) O gréafico representa os
valores médios da densidade éptica das bandas do receptor D1 dos animais tratados com PGE,
(100ng/50ul/pata) por 14 dias em relagdo aos animais controles tratados com salina (50pl/pata). B)
Foto representativa das bandas imunorreativas do receptor D1 de animais tratados e controles. C)
Membrana eletrotransferida corada com Ponceau S, que foi utilizada para a padronizagédo dos
valores de densitometria 6ptica (n=6 por grupo; Teste T ndo pareado; p>0,05).
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Figura 29. Expressdao do receptor D2 de dopamina no NAcc de ratos com hiperalgesia
persistente induzida pela administracdo cronica de PGE, na pata. A) O grafico representa os
valores médios da densidade éptica das bandas do receptor D2 dos animais tratados com PGE,
(100ng/50pl/pata) por 14 dias em relagdo aos animais controles tratados com salina (50pl/pata). B)
Foto representativa das bandas imunorreativas do receptor D2 de animais tratados e controles. C)
Membrana eletrotransferida corada com o Ponceau S, que foi utilizada para a padronizagédo dos
valores de densitometria Optica (n=6 por grupo; Teste T nao pareado; p>0,05).

4.17 A expressao do RNAm do receptor de dopamina D1 no NAcc, mas nao
do receptor D2, esta alterada na hiperalgesia persistente de origem
inflamatoria

A analise do receptor dopaminérgico D1 por gPCR mostrou aumento na expressao
do RNAm desses receptores no NAcc dos ratos tratados por 14 dias com PGE; na
pata quando comparados ao grupo controle, que recebeu salina por 14 dias

(Figura 30).
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Figura 30. Expressdo do RNAm do receptor D1 de dopamina no NAcc de ratos com
hiperalgesia persistente induzida pela administracdo crénica de PGE, na pata. O gréafico
representa os valores médios de quantificacdo relativa (RQ) da expressdo do receptor D1 dos
animais tratados com PGE, (100ng/50ul/pata) por 14 dias e animais controles tratados com salina
(50pl/pata) relativa & expressdo do enddégeno GAPDH (n=6 por grupo; Teste T n&o pareado,
*p<0,05).

Na analise quantitativa por gPCR do receptor de dopamina D2 nao houve
diferenca quando o grupo com hiperalgesia persistente induzida por PGE; foi

comparado ao grupo controle, como indicado na figura 31.
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Figura 31. Expressao do RNAmM do receptor D2 de dopamina no NAcc de ratos com
hiperalgesia persistente induzida pela administracdo crénica de PGE, na pata. O grafico
representa os valores médios de quantificacdo relativa (RQ) da expressdo do receptor D2 dos
animais tratados com PGE;, (100ng/50ul/pata) por 14 dias e animais controles tratados com salina
(50pl/pata) relativa & expresséo do endégeno GAPDH (n=6 por grupo; Teste T n&do pareado,
p>0,05).
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados demonstram o envolvimento da via dopaminérgica do
NAcc na modulagcéo da hiperalgesia de origem inflamatéria, induzida pela PGE>
administrada no tecido periférico. Na hiperalgesia aguda, essa modulacéo é
negativa, ou seja, a dopamina atua inibindo a resposta hiperalgésica. No entanto,
o papel da dopamina € facilitatério quando se trata da hiperalgesia inflamatéria
persistente, o que sugere alteragbes neuroquimicas diferentes no processo

fisiopatologico subjacente as condi¢gdes aguda e crénica.

O NAcc é parte integrante do sistema dopaminérgico mesolimbico classicamente
envolvido com mecanismos de prazer, motivagdo e recompensa, natural ou pelo
uso de drogas. Contudo, estudos evidenciam que esse sistema também participa
na modulacdo da dor, atenuando o comportamento nociceptivo quando sua
atividade é aumentada (CHUNDLER e DONG, 1995; ALTIER e STEWART, 1999;
MAGNUSSON e FISHER, 2000; HAGHPARAST et al.,, 2012) ou levando a
hiperalgesia quando a liberagdo enddégena de dopamina é reduzida (SAADE et al.,
1997; MAGNUSSON e MARTIN, 2002). Além disso, estudos mostram que
estimulos nocivos podem aumentar a liberagéo de dopamina no NAcc (GAO et al.,
2001; SCHMIDT et al., 2002; MARINELLI et al., 2005; BRISCHOUX et al., 2009) o
que sugere um papel adaptativo para a dopamina que liberada por estimulagéo

nociva leva a antinocicepgao enddgena.

Parece nao restar duvidas que a PGE; liberada no tecido periférico durante o

processo inflamatério induz hiperalgesia, devido a sensibilizagdo dos neurénios
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aferentes primarios (FERREIRA e NAKAMURA, 1979; KHASAR et al, 1995; CHEN
et al., 1999; WOOLF e SALTER, 2000; VILLARREAL et al., 2005; LIN et al., 2006;
SACHS et al.,, 2009; NATURA et al., 2013). Nosso trabalho demonstrou que o
aumento de dopamina no NAcc inibe a hiperalgesia inflamatéria induzida por PGE,
no tecido periférico sem alterar o limiar nociceptivo basal. Quando administramos o
inibidor da recaptacédo de dopamina, GBR12909, no NAcc de ratos tratados com
PGE, na pata, observamos uma analgesia induzida pelo aumento de dopamina.
Isso sugere que a dopamina, endogenamente liberada no NAcc, modula o
processamento nociceptivo decorrente da sensibilizacdo do tecido periférico.
Nesse sentido, o limiar nociceptivo mecanico basal ndo € alterado pelo aumento
de dopamina no NAcc induzido pelo administracdo de GBR12909. Esse fato
corrobora o papel adaptativo da transmissdao dopaminérgica do NAcc na
nocicepgao: na presenca de um estado tecidual anormal, como inflamagéo, o SNC
lanca mao de mecanismos de modulacdo da dor para propiciar flexibilidade
comportamental e assim otimizar a resposta a ameaga. Em contraste, estimulos
nociceptivos em tecidos normais requerem reagdes habituais a ameaca para
impedir o dano tecidual (LORENZ, 2003). Nossos dados estao de acordo com
outros trabalhos que verificaram o efeito antinociceptivo do aumento de dopamina
no NAcc, utilizando o modelo da formalina (FRANKLIN et al., 1989; MORGAN et
al., 1991; ALTIER E STEWART, 1998; GAO et al., 2001; TAYLOR et al., 2003) e 0

teste da capsaicina (dados do nosso laboratério).

Provavelmente o efeito antinociceptivo do aumento de dopamina no NAcc nao é
mediado pelo receptor D1, visto que, nosso trabalho demonstrou que a

administracdo do antagonista seletivo do receptor D1, SCH23390, no NAcc nao foi
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capaz de reverter o efeito induzido pela administragéo imediatamente posterior do
inibidor da recaptacédo de dopamina (GBR12909). Esses resultados estao de
acordo com dados da literatura (MAGNUSSON e FISHER, 2000; TAYLOR et al.,
2003) e com outros dados do nosso laboratério (teste da capsaicina) que mostram
que o receptor D1 ndo é mediador da acdo antinociceptiva da dopamina.
Diferentemente, alguns trabalhos relatam que o antagonista de D1 é capaz de
prevenir o efeito antinociceptivo do aumento de dopamina induzido por estimulo
nocivo (SCHIMDT et al., 2002) ou de atenuar a antinocicepgdo, no teste da
formalina, induzida pela infusdo de drogas que aumentam a dopamina no NAcc
(ALTIER e STEWART, 1998; HAGHPARAST et al.,, 2012). Estes trabalhos
também utilizaram SCH23390. Uma raz&o para a diferenga entre os resultados
poderia estar relacionada as doses utilizadas, j4 que altas doses do antagonista de
D1 induzem sedacéo e prejuizo motor (NAKAJIMA e WISE, 1987). Em relacdo ao
trabalho de Altier e Stewart (1998), a dose utilizada em nosso trabalho foi 10 vezes
maior que a dose que preveniu a antinocicepgao no teste da formalina. No entanto,
Schimdt (2002) utilizou uma dose maior que a dose que nés utilizamos e obteve
uma resposta intacta. Isso descartaria um possivel prejuizo motor provocado pela
dose de SCH23390 utilizada em nosso trabalho. Outra razdo para descartar a
possibilidade de alteragdo motora é que o antagonista de D1 quando administrado
no NAcc nao produziu, por si sé, qualquer alteracao na hiperalgesia induzida por
PGE,, avaliada por uma resposta dependente de atividade motora normal. O
papel de D1 no efeito antinociceptivo da dopamina, diferentemente de D2, n&o
estd bem estabelecido na literatura. De acordo com nossos resultados, além do

SCH23390 nao alterar a antinocicepcao produzida pelo aumento de dopamina no
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NAcc, ele ndo alterou a resposta hiperalgésica da PGE,, nem favoreceu a

hiperalgesia quando uma dose subliminar de PGE, foi administrada na pata.

Com relacéo ao receptor D2, nossos dados mostram que a administragéo do seu
antagonista seletivo, raclopride, foi capaz de bloquear o efeito anti-hiperalgésico
proporcionado pelo aumento de dopamina no NAcc pela administracao do inibidor
de recaptacao GBR12909. A mediagao do efeito antinociceptivo da dopamina pelo
receptor D2 est4 de acordo com resultados de trabalhos realizados com o modelo
da formalina (MORGAN e FRANKLIN, 1991; ALTIER e STEWART, 1998, 1999;
TAYLOR et al., 2003; HAGHPARAST et al., 2012), tail-flick (HAGHPARAST et al.,
2012) e teste da capsaicina (dados do nosso laboratério). Reforgcando esses
achados, um trabalho realizado com oxido nitroso, um anestésico inalatorio
amplamente utilizado na clinica, verificou que seu efeito antinociceptivo no teste da
formalina é, ao menos em parte, mediado pelos receptores D2 do NAcc (Shell)

(KOYANAGI et al., 2008).

Além disso, o receptor de dopamina D2 pode estar relacionado ao controle
enddgeno basal da via nociceptiva, visto que seu bloqueio no NAcc facilitou a
resposta hiperalgésica quando a dose subliminar de 30ng de PGE; foi
administrada na pata. Apesar da dinamica de liberagéo e recaptacao de dopamina
ndo estar totalmente elucidada, sabe-se que ela € um mensageiro que funciona via
“‘transmissao por volume”, indo além da fenda sinaptica e agindo sobre receptores
e transportadores extrassinapticos (GARRIS et al., 1994). Ha evidéncias de
liberacdo ténica e fasica de dopamina (SCHULTZ, 2000; WIGHTMAN e

ROBINSON, 2002), sendo que a concentracdo extracelular basal de dopamina
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chega a 20nmol/L ou mais, segundo estudos neuroquimicos (ROBINSON et al.,
2003). Sendo assim, os receptores de alta afinidade poderiam se manter
cronicamente ocupados, como parece ser o caso dos receptores D2 (DUGAST et
al., 1997; BERKE e HYMAN, 2000). Uma vez que os receptores de dopamina D2
tem acédo antinociceptiva e se mantem ocupados em condigcdo basal, seria
plausivel propor que seu antagonista, raclopride, bloqueia sua agéo basal a favor
da hiperalgesia. Assim €& possivel verificar uma resposta hiperalgésica quando
PGE, é administrada em uma dose, normalmente, subliminar. O antagonista do
receptor de dopamina D2, por si s6 ndo alterou a hiperalgesia induzida por PGE;
(100ng) administrada na pata. Importante, a administragdo de raclopride no NAcc
ndo alterou o limiar nociceptivo mecénico dos ratos tratados com salina na pata,
sugerindo que o receptores D2 do NAcc néo estédo relacionados a nocicepgao

mecanica da pata em condicdo normal.

O receptor D3 é predominantemente expresso em regides limbicas do cérebro, em
especial no NAcc (MISSALE et al., 1998), e os estudos relacionando o receptor D3
e sensibilidade a dor sao recentes e escassos na literatura (ZHU et al, 2010;
DOWLING et al., 2011). O receptor dopaminérgico D3 faz parte do subgrupo de
receptores semelhantes a D2 (D2-like), apresentando, portanto, grande
semelhanga estrutural ao receptor D2 o que torna dificil a seletividade de drogas
para D2 e para D3. O proprio raclopride apresenta afinidade por D3, podendo agir
sobre esse receptor dependendo da dose utilizada. A administracdo do
antagonista do receptor D3, U99194A (~30 vezes mais seletivo para D3 em
relacdo a D2) no NAcc ndo alterou a hiperalgesia nem o limiar mecanico dos

animais. No entanto, Dowling et al (2011) trabalhando com camundongos knockout
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para receptor D3, verificaram um aumento da resposta nociceptiva em relagéo ao
controle na segunda fase do teste da formalina - fase inflamatoria. No presente
trabalho uma facilitacdo da hiperalgesia pela administracao de U99194A nao foi
verificada, mas, o antagonista de D3 foi capaz de reduzir o efeito anti-hiperalgésico
decorrente do aumento de dopamina no NAcc, mostrando que o receptor D3 pode
estar envolvido com a inibicdo da nocicepgdo. Uma vez que o antagonista do
receptor D3, U99194A, é moderadamente seletivo (AUDINOT et al., 1998) e
reduziu o efeito do aumento de dopamina no NAcc sobre a hiperalgesia, pode-se
sugerir que esse efeito da dopamina é mediado por D2 e D3. Isto é, o bloqueio da
resposta hiperalgésica é em parte devido ao receptor D3 e em sua maior parte
devido ao receptor D2, visto que U99194A (mais seletivo) foi capaz apenas de
reduzir enquanto raclopride (menos seletivo) foi capaz de bloquear o efeito anti-
hiperalgésico. Propbe-se que os dois receptores no NAcc possuem acao

semelhante sobre a hiperalgesia aguda induzida por PGE:.

Ainda utilizando o potencial de sensibilizacdo da PGE, sobre as fibras
nociceptivas, a hiperalgesia inflamatéria persistente foi induzida em ratos,
replicando o experimento de Ferreira et al. (1990). A administragdo de PGE; na
pata por 14 dias foi capaz de induzir hiperalgesia sustentada, medida 7 dias apés
o término do tratamento periférico. O mesmo nao ocorreu quando salina foi
injetada na pata durante 14 dias. A redugdo persistente do limiar mecénico
observada nos animais tratados cronicamente com PGE, se deve provavelmente a
alteragdes plasticas nas vias neurais envolvidas no processamento da dor (REN e
DUBNER, 1999; HAGELBERG et al., 2003; KNYIHAR e CSILLIK, 2006). Pode-se

dizer que mediadores inflamatérios sensibilizam e estimulam continuamente os
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nociceptores, e consequentemente seus alvos singpticos centrais, promovendo
uma plasticidade mal-adaptativa de longo prazo que resulta na dor persistente
(ELLIS e BENNETT et al., 2013). E bom salientar que, mecanismos centrais,
especialmente a plasticidade neural, desempenham um importante papel em todas
as condigbes de dor crbnica, de origem inflamatéria ou neuropatica (ELLIS e

BENNETT et al., 2013).

A partir disso, verificamos o efeito do aumento de dopamina no NAcc sobre a
hiperalgesia persistente. Administrando o inibidor de recaptacdo de dopamina,
GBR12909, no NAcc concomitantemente a PGE, periférica por 7 dias, foi
observada uma facilitagdo da hiperalgesia, sendo que o limiar permaneceu
reduzido quando avaliado aos 7 € 14 dias apds o término do tratamento com PGE,
e GBR12909. No entanto, quando PGE, foi administrada isoladamente ou
associada ao veiculo intra-NAcc por 7 dias, a reducao do limiar mecanico nao se
manteve, indicando que 7 dias de administracéo periférica de PGE, ndo séo
suficientes para induzir hiperalgesia persistente. Portanto, nossos experimentos
demonstram que o aumento de dopamina no NAcc, por inibicdo de sua
recaptagdo, tem um papel facilitatorio na hiperalgesia persistente induzida por

PGE,, contrariamente ao que ocorre na hiperalgesia aguda.

Neste sentido, foi demonstrado que a administracéo sistémica de anfetamina,
droga que aumenta a disponibilidade sinaptica de dopamina, reduz o limiar
mecanico em camundongos (ZHU et al., 2010). Essa sensibilizacdo ocorreu ao
longo de 21 dias de tratamento com anfetamina e foi independente da
manipulacdo farmacoldgica periférica. Em nosso trabalho, no entanto, o limiar

mecanico das patas que nao estavam sensibilizadas por PGE, néo foi alterado,
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apesar do aumento de dopamina no NAcc. Semelhante ao que aconteceu na
hiperalgesia mecéanica aguda, quando administramos o inibidor da recaptacao de
dopamina no NAcc, ndo ha qualquer alteracao do limiar mecénico da pata tratada
com salina. Isso sugere que a dopamina, endogenamente liberada no NAcc,
modula apenas o processamento nociceptivo que ocorre durante a sensibilizacao
do tecido periférico. A via de administracdo € uma possivel explicagdo para a
diferenca na alteragdo do limiar mecénico relatada nos dois trabalhos. Na
administracdo sistémica de anfetamina, o aumento de dopamina acontece de
forma generalizada, em todas as regides do SNC onde a transmissédo
dopaminérgica acontece. Enquanto no nosso trabalho o aumento de dopamina
ficou restrito ao NAcc. A administracdo local da droga evita a ocorréncia de
respostas comportamentais inespecificas que muitas vezes levam a uma

interpretacao equivocada do comportamento observado.

Estudos realizados em humanos com dor cronica, como fibromialgia e dor
orofacial, fazem correlacédo entre disfungcao na neurotransmissdo dopaminérgica
do estriado e hiperalgesia persistente (JAASKELAINEN et al., 2001; WOOD, 2004;
HAGELBERG et al., 2003 e 2004; WOOQOD et al., 2007). No entanto, os resultados
desses estudos sdo incongruentes. Jaaskelainen et al. (2001) e Hagelberg et al.
(2003) sugerem que pacientes com dor orofacial apresentam um reduzido ténus
dopaminérgico o que contribui para suscetibilidade a dor crénica. Por outro lado,
Wood et al. (2007) relatam que pacientes com fibromialgia apresentam um
aumentado ténus dopaminérgico basal. Corroborando o dado de que um aumento
de dopamina facilitaria o desenvolvimento da hiperalgesia persistente, o trabalho

de Austin et al. (2010), utilizando um modelo de dor neuropatica em ratos, sugere
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um aumentado nivel de dopamina no NAcc dos animais com dor. No entanto,
permanece a questdo: se o aumento de dopamina é determinado pela dor ou é o
determinante da dor. Apesar do presente trabalho demonstrar que o aumento de
dopamina no NAcc favorece o estabelecimento da hiperalgesia persistente, néo
podemos afirmar que, em condi¢gdes normais, sem intervencao farmacolégica,
esse aumento acontega e seja determinante da cronificagdo. E importante
considerar que o aumento experimentalmente provocado e sustentado de
dopamina pode levar a alteragbes plasticas na via dopaminérgica do NAcc
semelhantes aquelas responsaveis pelo desenvolvimento da hiperalgesia

persistente.

Com relagcdo aos receptores de dopamina envolvidos no estabelecimento da
hiperalgesia persistente, nossos resultados mostraram que os antagonistas de D1
e de D2, mas n&o o de D3, interferiram na reducéao persistente do limiar mecénico.
Nossos dados comportamentais sugerem que a ativagdo continua do receptor D1
€ necessaria no processo de indugdo da hiperalgesia persistente, uma vez que
seu antagonista, SCH23390, administrado por 7 dias do periodo de inducgéo, foi
capaz de impedir a redugdo persistente do limiar mecanico. Essa acao proé-
nociceptiva ja foi descrita para o receptor D1 em outra regido encefalica, o cortex
insular anterior (COFFEEN et al.,, 2008). Além disso, ratos com hiperalgesia
persistente instalada apresentaram um aumento na expressao de RNAm do
receptor D1 no NAcc, como verificado por gPCR, sugerindo, a principio, a
participacdo de D1 na manutencdo da hiperalgesia e indicando um papel pro-
nociceptivo. No entanto, analises da proteina por Western blotting e
imunofluorescéncia ndo sustentam esse resultado. A falta de correlacédo entre os

resultados da andlise de RNAm e da proteina pode ser explicada de duas formas.
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Considerando que ocorrem alteragbes poOs transcricionais, um aumento na
expressdo de RNAm ndo significa necessariamente um aumento na expressao da
proteina. Isso nos leva a concluir que nédo houve aumento da densidade de
receptor D1 funcional. Contudo, fica a questdo: porque existe um aumento na
expressdo de RNAm apds o tratamento crénico para indugédo da hiperalgesia sem
que haja uma alteracéo funcional relacionada aos receptores? Uma explicacéo
plausivel é que ocorreu o aumento da proteina, mas, este ndo foi detectado pelas
técnicas utilizadas em nosso trabalho. Visto que existe uma ampla distribuicdo do
receptor de dopamina D1 no NAcc e que os neurbnios envolvidos na hiperalgesia
representam uma pequena fracdo da populagdo neuronal dessa estrutura
(BRISCHOUX et al., 2009), a diferenca na densidade do receptor seria muito sultil,
a ponto de ndo ser detectada por Western blotting ou imunofluorescéncia, mas
passivel de ser detectada por uma técnica mais sensivel como o gPCR em tempo
real. Para essas andlises, utilizamos o NAcc como um todo. E digno de nota que
para a analise por Western blotting, as amostras foram constituidas pelo NAcc dos
lados direito e esquerdo e, além disso, ndo houve separacéo das subregides, core
e shell. Isso pode ter dificultado a detecgcao de um possivel aumento da proteina,
caso este tenha ocorrido. Austin et al. (2010) mostraram alteragdo na expresséo
do receptor D2 no NAcc por Western blotting, contudo, analisaram os NAcc do
lado direito e esquerdo separadamente, o que favoreceu a detecgao da diferenga

na expressao da proteina.

Nossos dados também mostraram que o antagonista de D2, raclopride, nao
permitiu a instalagdo da hiperalgesia persistente, avaliada uma semana apds o

periodo de inducédo com PGE.. Esse achado parece intrigante: considerando que o
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receptor D2 apresenta agao antinociceptiva (TAYLOR et el., 2003; KOYANAGI et
al., 2008; HAGHPARAST et al.,, 2012), seu bloqueio facilitaria e n&o inibiria o
desenvolvimento da hiperalgesia. No entanto, existem relatos de uma regulacéo
negativa (down regulation) da densidade de receptores D1 quando antagonistas
de receptores D2 sdo utilizados (LIDOW et al., 1997). Portanto, o prejuizo no
estabelecimento da hiperalgesia persistente pela administragéo de raclopride pode
ser resultado de uma reducéo da sinalizagé@o via receptor D1 e néo do bloqueio
efetivo do receptor D2. De acordo com nossos resultados moleculares -
imunofluorescéncia, Western blotting e gPCR - os niveis do receptor D2 nao se
apresentam alterados no NAcc de animais com hiperalgesia persistente
estabelecida. Diferentemente, Austin et al. (2010), trabalhando com dor
neuropatica, modelo de constricdo do nervo ciatico, relataram alteragcdes na
expressdo dos receptores D2 no NAcc, que variou de acordo com o lado e

subregiao analisados.

Nossos resultados demonstram o envolvimento da via dopaminérgica do NAcc na
modulacdo da hiperalgesia aguda e no desenvolvimento da hiperalgesia
persistente de origem inflamatoria, mediada pela administragdo crénica de PGE;
no tecido periférico. Sugerem que a ativagao dessa via € necessaria, através de
receptores dopaminérgicos D1, para a redugédo persistente do limiar mecanico. E
importante ressaltar que o NAcc é uma estrutura limbica e estd envolvido com o
processamento das emogdes. Manipulando essa estrutura em ratos, nao podemos
deixar de considerar também alteracdes afetivas que podem influenciar a resposta
de dor apresentada. Além disso, a prépria hiperalgesia persistente instalada pode

contribuir para uma alteracdo da percepcdo da dor pelo animal. Permanece a
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questdao se as alteracbes do limiar nociceptivo observadas na hiperalgesia
persistente, a partir da manipulagdo da via dopaminérgica do NAcc, séo
resultantes unicamente da alteracdo na modulagdo da via sensorial estimulada
e/ou também da alteracdo na percepgéo da dor pelo animal. Finalmente, nosso
trabalho indica que a neurotransmissédo dopaminérgica no NAcc representa um
alvo fisiologicamente relevante para a compreenséao e tratamento da hiperalgesia
crénica, embora detalhes relacionados a disfungédo da transmissao dopaminérgica

na cronificagéo necessitem ser esclarecidos.
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Conclusao
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstra o envolvimento da via dopaminérgica do NAcc na
modulacdo da hiperalgesia aguda e no desenvolvimento da hiperalgesia
persistente de origem inflamatéria, sugerindo que a neurotransmissao
dopaminérgica no NAcc representa um alvo fisiologicamente relevante para a

compreensao e tratamento da dor.
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