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RESUMO

As manifestacdes comportamentais em Megalobulimus oblongus apods a
estimulagcdo aversiva térmica (EAT) e a agdo de farmacos que atuam sobre os
sistemas opidide e serotoninérgico foram analisadas, empregando-se,
respectivamente, testes com placa aquecida, morfina, serotonina (5-hidréxi-
triptamina ou 5-HT), e dos bloqueadores, o naloxone e a metisergida.

Com o procedimento utilizado, foi posivel diferenciar um comportamento
estereotipado indicativo de resposta a nocicepgao, determinar a latencia em que tais
comportamentos s&o inicialmente manifestados, e as alteragbes obtidas mediante o
emprego de farmacos.

A morfina foi capaz de aumentar a laténcia demonstrando uma ac¢ado anti-
nociceptiva neste modelo, que foi antagonizado pelo naloxone. No tocante ao
sistema serotoninérgico, tanto a 5-HT quanto a metisergida aplicadas isoladamente,
provocaram uma diminuicdo da laténcia que foi relacionado com um efeito
nociceptivo. Porém, quando estes dois farmacos foram aplicados conjuntamente,
observou-se um efeito contrario.

Os resultados obtidos neste estudo farmacolégico com o M. oblongus sao
congruentes com estudos prévios realizados em outros modeos gastrépodos,
citados na literatura, e sugerem o envolvimento de um sistema opidide e
serotoninérgico nas respostas reflexas nociceptivas neste animal, sendo estas
manifestadas por intermédio de um comportamento motor aversivo. Além disso,
ficou demonstrada a presenca de receptores de ambos os sistemas, conforme a

acgao dos farmacos empregados.



ABREVIATURAS

ACh — Acetilcolina

ACTH — Horménio Adreno-Coértico-Troéfico
ADH — Hormonio Anti-Diurético (vasopressina)
ASP — Aspartato

BK — Bradicinina

CCK - Colecistoquinina

CGRP — Peptideo Relacionado com o Gene da Calcitonina
CK (s) — Citoquinas

CRH - Horménio Liberador de Corticotrofina
DYN — Dinorfina

EAT — Estimulo Aversivo Térmico

FAD — Flavina-Adenina-Dinucleotideo

GABA — Acido Gama-Amino-Butirico

GLU - Glutamato

GLY - Glicina

Ig (s) — Imunoglobulina(s)

ILK(s) — Interleucina(s)

Leu-Enk — Leucina-Encefalina

MAQO — Mono-Amino-Oxidase

Met-Enk — Metionina-Encefalina

B-MSH — Hormonio Melanécito-Estimulante (fragao )



NH(s) — Neurohorménio(s)

NMDA — N-Metil-D-Aspartato
NMed(s) — Neuromediador(es)
NMod(s) — Neuromodulador(es)
NT(s) — Neurotransmissor(es)
5-HT — 5-Hidroxitriptamina

Nor — Noradrenalina

PG(s) — Prostaglandina(s)

PK(s) — Proteinoquinase(s)

POMC - Pro-Opio-Melano-Cortina
PP — Peptideo Pancreatico

RIE — Radioimunoensaio

SE — Sistema Endocrino

S| — Sistema Imune

SN — Sistema Nervoso

SNC — Sistema Nervoso Central
SNP — Sistema Nervoso Periférico
SP — Substéncia P

TGI — Trato Gastro-Intestinal
TK(s) — Taquiquininas

VIP — Peptideo Vaso-Intestinal
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1 ABORDAGEM COMPARATIVA EM NEUROBIOLOGIA COMPORTAMENTAL

Todos os organismos vivos apresentam extensa correspondéncia na estrutura
de seus componentes moleculares e processos quimicos ativos. Uma parte desta
similaridade quimica pode sustentar-se no fato de que “somente assim a vida é
possivel”’. Existem diferentes disciplinas biolégicas que utilizam a abordagem
comparativa, cada uma com seus objetivos e métodos particulares. A mais antiga, a
taxonomia, relacionada com a classificagdo das espécies, originou-se com
Aristoteles (384 - 322 a.C.), tendo representagdo mais importante com os trabalhos
de Carolus Linnaeus (1707 — 1778). Outra disciplina, a anatomia comparada, que
estuda as estruturas internas e externas dos animais, teve sua origem na medicina,
analisando-se 6rgaos de animais e de humanos. O termo “anatomia comparada” foi
criado pelo médico Nehemiah Grew em 1675. Desde Cuvier (1769 — 1832), tornou-
se objeto da biologia, consolidando-se principalmente no século XIX. Com a
distincdo entre “homologia” e “analogia”’, surgiu uma das mais importantes
ferramentas para a analise filogenética. A fisiologia comparada, também originaria
da medicina, surgiu em decorréncia do uso de modelos animais, pois alguns
experimentos sdo inviaveis em seres humanos. A extrapolagao de resultados obtidos
em animais para situagdes humanas é assegurado pelo crescente reconhecimento
da validade universal das regras basicas da fisiologia geral. Mesmo entre
organismos tao diferentes como bactérias e mamiferos, existem certo grau de
similaridade ao nivel molecular que ndo pode ser satisfatoriamente explicado, seja
por necessidade funcional ou mudancgas. Isto fica bem claro quando comparamos

acidos nucleicos e sequéncias de proteinas. A homologia apresentada nas



macromoléculas que carregam informagdes € a mais forte evidéncia de uma origem
comum para todos os seres vivos (URICH, 1994).

O “valor explanatoério” ou “validade heuristica” € definido como a habilidade
para explicar e simplificar sistemas complexos (GERLOFF, 1997). O
comportamento, embora muito complexo, pode ser investigado como qualquer
fendbmeno observavel. A andlise cientifica do comportamento comeca pelo
isolamento das partes simples de um evento complexo de modo que esta parte
possa ser melhor compreendida (FADIMAN & FRAGER, 1986). Além disso, o
comportamento pode ser estudado direta ou indiretamente, seja pela observagao do
fendbmeno em si, seja através de sinais e vestigios caracteristicos deixados pelo
fenébmeno.

Uma série de evidéncias apontam para uma continuidade filogenética na
expressdo e na regulagcdo de comportamentos fundamentais com valor de
sobrevivéncia (BOWLBY, 1984; KAVALIERS, 1989). A idéia de que trabalhar com
estudos sobre animais pode ser relevante para a compreensao do comportamento
humano é um resultado indireto da pesquisa iniciada por Darwin em 1872, e do
subsequente desenvolvimento das teorias da evolucdo. Os primeiros pesquisadores
de comportamentos animais estavam interessados em descobrir as capacidades de
raciocinio destes. Darwin foi um dos primeiros a reconhecer os aspectos biolégicos
do comportamento, ao examinar e explicar a manifestacdo das expressdes sob o
ponto de vista de sua funcionalidade, no processo de adaptacdo ao meio,
defendendo, ainda, que algumas de nossas expressdes sdo resquicios herdados de
antepassados primitivos, comuns tanto ao homem quanto a outros animais

(BOWLBY, 1984; FADIMAN & FRAGER, 1986; DARWIN, 1998).



A observagdo mais cuidadosa dos diferentes sistemas bioldgicos que nos
cercam, mostra-nos que, em cada um deles e conforme as suas peculiaridades,
existem mecanismos adequadamente desenvolvidos visando a modulacdo de
variagdes ambientais, sendo uma condicdo sine qua non a sobrevivéncia de todo
ser vivo. Além da capacidade de reconhecimento, traduzida na percepcido de
estimulos; outras duas propriedades sdo consideradas fundamentais para a
integridade do individuo. Uma delas é a condugao dos estimulos até determinados
pontos do organismo, nos quais ocorre o gerenciamento das informagdes recebidas,
bem como a elaboracdo de respostas apropriadas; outra propriedade, ¢é a
expressdo destas respostas através de diversos sistemas efetores. Segundo
Machado (1998), essas propriedades sao consideradas fundamentais para o
protoplasma.

Enquanto os sistemas sensoriais fornecem uma representacdo continua do
mundo exterior de modo que faga sentido para o organismo, o sistema
somatossensorial informa o SNC a respeito dos estados internos e externos do
corpo, servindo tanto para fungdes sensoriais quanto motoras (NOBACK et al.,
1999).

Uma das atribuicbes do sistema sensorial, a exterocepc¢do, inclui as
sensacgoes de toque, temperatura e dor, podendo ser dividida em termocepcéo,
mecanocepgao e nocicepcado. Cada uma destas modalidades pode ser dividida,
ainda, em submodalidades, cujas caracteristicas envolvem a ativagdo de um unico
tipo de axénio sensorial primario. Muitos aspectos da seletividade de cada receptor
para uma submodalidade sensorial em particular deve-se a sua estrutura

(STEWART et al., 1999; BASBAUM & JESSEL, 2000).



Em uma visdo reducionista, o comportamento pode ser definido como a
geracgao de sequéncias de movimentos. Para os organismos obterem uma vantagem
seletiva, contudo, necessitam ndo somente fazer o que é certo no tempo certo, mas
também devem manifestar respostas eficientemente, isto €, com uma velocidade
6tima e gasto energético minimo. Uma das maneiras mais importantes através da
qual a eficacia comportamental é testada é pela modulacido das respostas baseadas
nos “estados internos”. Subjetivamente, os seres humanos reconhecem tais estados
usando termos como fome, sede ou atividade sexual. Os psicélogos muitas vezes
referem-se a estes estados como “motivacionais” ou “estados dirigidos”. Em animais,
nos quais ndo temos a verbalizagdo, os “estados internos” podem ser inferidos a
partir da observagcdo que os comportamentos tendem a ocorrer em padroes
caracteristicas que servem para promover a obtencdo de algum objetivo, tal como
alimento, agua ou um parceiro. Os “estados dirigidos” também servem para explicar
uma variedade de outros fendmenos comportamentais incluindo persisténcia de um
comportamento especifico apds o término do estimulo iniciador, coordenacio entre
comportamentos e atencao seletiva. Os “estados comportamentais” parecem
assegurar que os recursos do organismo sejam direcionados para um objetivo em
particular em um determinado tempo. Em alguns casos, diferentes comportamentos
interferem fisicamente uns com os outros, porque utilizam os mesmos musculos ou
membros, ou entdo produzem efeitos competitivos; os comportamentos também
podem interferir uns com os outros porque necessitam usar os limitados recursos
computacionais do SN (KUPFERMANN et al., 1991).

Em organismos complexos, o comportamento pode ser entendido como o
produto da atividade integrada de um conjunto de sistemas cerebrais interatuantes.

Dentre estes sistemas, encontram-se mecanismos que monitorizam estimulos



sensoriais internos e externos, foco e manutencdo da atengdo para um estimulo
significativo, e ativacdo de outras regides cerebrais envolvidas em respostas
comportamentais “padrao”. A ativacio de sistemas cerebrais motivacionais pode ser
acompanhada pela elicitacdo de respostas viscerais e enddcrinas. Os sistemas
afetivos ou relacionados com o humor também influenciam a intensidade e a
qualidade das respostas comportamentais e, em animais superiores e seres
humanos, geram um conjunto de experiéncias conhecidas como “emogao”
(PEDERSEN et al., 1998).

Uma caracteristica fundamental do comportamento é sua plasticidade. Ja esta
bem estabelecido que o estado comportamental de um animal é regulado por
multiplos mecanismos celulares operando em varios niveis do sistema nervoso. Sob
influéncia de estimulos idénticos, a resposta de um organismo pode variar
acentuadamente em periodos diferentes. A plasticidade € controlada por, pelo
menos, quatro tipos de variaveis: aprendizado, mudancas relacionadas com o
desenvolvimento, doenca ou lesdo e estado motivacional (BLOMM, 1988;
KUPFERMANN et al., 1991; LEONARD et al., 1990; BEN-ARI, 1995; LISBERGER,
1995).

Por outro lado, dentre os mais recentes avangos no campo da comunicagcao
intercelular, situa-se a efetiva interacdo entre os sistemas nervoso, enddcrino e
imunoldgico, bem como a intima relagdo quimica entre os “mensageiros” utilizados
por estes sistemas. A interacdo entre os sistemas imunitario e neuro-enddcrino vem
sendo proposta a partir da constatacdo de que os neuropeptideos modulam
diretamente a afinidade de células imunitarias, e que as citocinas produzidas no SN

de mamiferos também s&do encontradas em invertebrados (LEUNG & STEFANO,
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1987; STEFANO et al., 1988; KAVALIERS, 1989; RENZELLI-CAIN & KALOUSTIAN,
1995; OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996; CLATWORTHY, 1996).

Nos ultimos anos, o interesse pela neuromodulacdo comportamental tem
aumentado de forma dramatica; tornou-se evidente que substdncias como
neuropeptideos e monoaminas estdao envolvidos na comunicacdo sinaptica,
modulando os processos de transmissdo. A descricdo dos efeitos de um
neuromodulador, vai desde alteracbes especificas de membrana e da atividade
neuronal, até modificagdes em todo o comportamento do animal. De um modo geral,
a neuromodulacdo descreve um processo de transmissdo multi-facetada,
envolvendo grupos de neurbnios (ex.: redes neuronais, geradores centrais de
padrdo), a expressao integrada de respostas comportamentais, e a habilidade para
responder e acomodar varios estimulos internos e mudancas ambientais externas.
Embora originalmente s6 as monoaminas e neuropeptideos tenham sido
considerados neuromoduladores, tornou-se evidente a participagdo de uma gama de
outros agentes neuroativos, incluindo purinas, esterdides, e lipidios - produtos
derivados do acido aracddnico (AA) tais como prostaglandinas (PGs) e leucotrienos
(LEUNG & STEFANO, 1987; McGINTY & BLOMM, 1983; BLOMM, 1988;
KAVALIERS, 1989; OTTAVIANI & FRANCSCHI, 1996; PEDERSEN et al., 1998).

A figura 1 representa um esquema grafico dos niveis modulatérios
subjacentes a expressdo de comportamentos, inclusive os denominados
“‘complexos”, relacionados com as fungcbes mentais superiores tais como abstracao,

cognicéao e julgamento.
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Fig. 1: [Esquema de uma organizagdo hierarquica vertical dos circuitos neurais
envolvidos no funcionamento de um determinado NT ou Nmod, desde o nivel
molecular até a regulagdo de eventos comportamentais complexos (modificado de
Blomm, 1988).
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2 DOR E NOCICEPCAO

2.1 DIFERENCAS CONCEITUAIS

A distincdo entre nocicep¢cao e dor é fundamental para um entender
adequadamente os sistemas sensoriais envolvidos nestes fendmenos, tanto clinica
quanto experimentalmente. Conforme a definicdo da Associacdo Internacional para
o Estudo da Dor (IASP) “..a dor € uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual real ou em potencial, ou descrita nos
termos de tal dano” (CASEY & DUBNER, 1989; WANNAMACHER & FERREIRA,
1998; BASBAUM & JESSEL, 2000). Em seres humanos, aos quais melhor aplica-se
o termo, a dor € uma experiéncia multifacetada em que a nocicepgao representa
apenas um dos seus componentes, o sensorial. As vias neurais € 0S mecanismos
que mediam este componente discriminativo da dor é ativado unicamente por
aferéncias nociceptivas somaticas e viscerais. Os componentes afetivos, cognitivos
e motivacionais relacionados a dor também sdo ativados por aferéncias
nociceptivas. Contudo, estes componentes podem ser ativados ndo somente por
estimulos nociceptivos, mas por outros além da dor. As percepcdes como a dor sao
manifestacdes abstratas da entrada de estimulos sensoriais no SNC. Diz-se que a
dor é uma percepgao subjetiva com dimensao psicolégica. Um estimulo nocivo que
desencadeia a resposta de um nociceptor ndo € necessariamente percebido como
dor. A percepcao € um produto da abstracido cerebral e da elaboracdo de estimulos
sensoriais (LEVINE et al., 1980; CASEY & DUBNER, 1989; NOBACK et al., 1999;

BASBAUM & JESSEL, 2000; BEAR et al., 2001).
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A dor é influenciada por uma série de elementos subjetivos, e que ndo podem
ser medidos, incluindo nivel de atencdo, estado emocional, personalidade e
experiéncias prévias. A dor pode, simultaneamente, servir como sintoma e como
defesa contra o estresse psicolédgico. Os fatores psicolégicos podem fazer com que
o individuo torne-se preocupado com o corpo e aumente as sensagoes até mesmo
“normais”, como por exemplo, nos casos de dor crénica. Os pacientes podem ser
excessivamente responsivos a dor, devido a ganhos secundarios pessoais, sociais e
financeiros. A dor crénica pode representar um meio de justificar a incapacidade de
estabelecer relacionamentos sociais. Afiliagbes culturais, étnicas ou religiosas
podem influenciar o grau e a maneira pela qual os individuos expressam a dor e o
modo como suas familias reagem aos sintomas (KAPLAN et al., 1997; COLE et al.,
1998; WANNAMACHER & FERREIRA, 1998).

A fungao de alerta da dor aguda € melhor observada na pele quando exposta
a um dano externo. A dor cutdnea aguda provoca reflexos motores de retirada ou
reagcdes de fuga, descontinuando a exposi¢cdo ao estimulo nocivo, cessando a
percepcgao dolorosa. Além disso, sob certas circunstancias, a dor aguda ou mesmo o
tratamento desta pode levar a ativagdo comportamental generalizada, respostas
enddcrinas como, por exemplo, secrecdo de corticosterona, e aumento da atividade
simpatica. As dores visceral ou somatica profundas, quando severas, também
podem provocar modificacbes comportamentais tipo reacdo de quiescéncia,
desinteresse, hiporeatividade, hipotermia e bradicardia (MILLAN, 1986; WIETERLAK
et al., 1994c; TRAUB, 1997).

Como uma das modalidades somato-sensoriais, 0 reconhecimento e a
resposta a estimulos ambientais aversivos, € uma caracteristica basica presente em

todos os animais definida como “nocicepgao” (latim, nocere), e representa um
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processamento do SNC e SNP que extrai as caracteristicas sensoriais de estimulos
que sao real ou potencialmente danosos aos tecidos. Estas caracteristicas incluem
intensidade, localizagdo, qualidade e duragdo de um estimulo nocivo (MILLAN,
1998; NOBACK et al., 1999; STEWART et al., 1999; BASBAUM & JESSEL, 2000).

Para realizar essa tarefa, a pesquisa neurofisiolégica mais recente
estabeleceu que é necessaria a existéncia de nervos aferentes primarios especificos
para a sinalizagao de estimulos nocivos, os nociceptores, que detectam a natureza
do estimulo, bem como de efetores, que respondem aos estimulos sensoriais,
levando a produgado de comportamentos especificos. Estes séo ativados por alguma
forma de energia (mecanica, térmica ou quimica), convertendo essa energia em
impulsos elétricos que sdo conduzidos desde a periferia até os niveis superiores do
SNC. Os nociceptores caracterizam-se por um alto limiar para todos os estimulos,
exceto os nocivos, quando comparados com outros receptores, e pelo aumento
progressivo da resposta a estimulos nociceptivos repetidos ou crescentes
(“sensibilizagdo”). Este fendmeno foi primeiramente descrito em detalhes nos
nociceptores polimodais nao-mielinizados de gatos por Bessou e Perl (1969)
caracterizada pela diminuicdo do limiar para temperatura, pelo aumento na
responsividade a estimulos supralimiares manifestada através da diminuicdo da
laténcia, do maior numero de impulsos ou de ambos, pelo desenvolvimento de uma
descarga espontanea de baixa frequéncia, e pela pds-descarga, eventualmente
(MILLAN, 1998; NOBACK et al., 1999; STEWART et al., 1999; BASBAUM &
JESSEL, 2000).

E interessante frisar que a sensibilizacdo por estimulo térmico nos
nociceptores mecanicos mielinizados ndo € acompanhada por respostas alteradas a

estimulos mecanicos (CAMPBELL et al., 1979; STEWART et al., 1999; BASBAUM &
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JESSEL, 2000). Estudos paramétricos detalhados dos efeitos obtidos com estimulo
térmico repetido indicam que a sensibilizacdo €& somente uma possivel
consequéncia, variando amplamente. Um aumento ou diminuicdo na respostas
observadas, podem ocorrer dependendo do tipo de nociceptor, da intensidade e da
duracdo do estimulo, do intervalo de tempo entre os estimulos, e da espécie
estudada (MEYER & CAMPBELL, 1981; DUBNER & BENNETT, 1983; KATAYAMA
et al., 1984; JENSEN & YAKSH, 1984).

Os nociceptores podem ser funcionalmente divididos em grupos distintos —
térmicos, mecanicos, polimodais e “silenciosos”. Os nociceptores térmicos, bem
como a maioria dos nociceptores mecanicos, correspondem a fibras mielinizadas de
pequeno diametro do tipo A3, com uma velocidade de conducgao situada entre 5 e 30
m/s. Os terminais dos axdénios nociceptivos mecanicos e térmicos ndo possuem
bainha de mielina, e por esta razdo, sdo descritas como terminagdes nervosas livres.
Devido a inexisténcia de uma barreira fisica protetora, tais estruturas sdo sensiveis a
agentes quimicos liberados pelos tecidos no sitio da lesdo; essas substancias
difundem-se por uma distancia de diversos milimetros, podendo iniciar ou modular a
atividade de outros nociceptores circunjacentes. A maioria dos receptores polimodais
— que respondem a varios estimulos nociceptivos — sdo encontrados em diferentes
espécies, e compostos por fibras amielinicas do tipo C, cuja velocidade de condugéo
€ bem mais lenta, geralmente menos que 1 m/s. Os campos receptivos mecanicos
ou térmicos dos receptores polimodais justapdem-se extensivamente. Tal como os
nociceptores anteriormente descritos, os receptores polimodais ndo possuem uma
capsula celular que sirva de barreira para os mediadores quimicos da dor (DUBNER
& BENETT, 1983; MILLAN, 1998; STEWART et al., 1999; BASBAUM & JESSEL,

2000).
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A condugao ‘rapida” pelas fiboras A6 e a ‘“lenta” pelas fibras e C sao
responsaveis por dois tipos diferentes de dor. Os sinais rapidamente transmitidos,
muitas vezes com alta resolugdo espacial, €& denominado “primeira dor” ou “em
pontada” € bem localizada e mais facilmente tolerada, sendo frequentemente
acompanhada por um “reflexo de retirada”; os sinais transmitidos lentamente estao
associados a um forte componente afetivo e a localizagdo menos precisa, sao
descritos como “segunda dor” ou “em queimagao”, sendo pobremente tolerada
(STEWART et al., 1999; BASBAUM & JESSEL, 2000). A codificagdo de estimulos
nocivos em uma mensagem nociceptiva resulta de uma série complexa e interativa
de mecanismos integrados em todos os niveis do neuro-eixo, desde a periferia, via
corno dorsal da medula (“processamento primario”), até estruturas nervosas
hierarquicamente superiores como o talamo (“processamento secundario”), ou ainda,
centros cértico-limbicos. A dor € iniciada pela ativagao de nociceptores especificos
(“dor nociceptiva”), por dano de fibras sensoriais, ou por lesdo no proprio SNC (“dor
neuropatica”). Enquanto a dor nociceptiva aguda ou subcronica desempenha um
papel de alerta, a dor neuropatica representa uma sindrome mal-adaptativa
(JENSEN & YAKSH, 1984; MILLAN, 1998; STEWART et al., 1999; BASBAUM &
JESSEL, 2000).

A dor pode resultar diretamente da acdo sobre os nociceptores aferentes
primarios, ou indiretamente pela liberagdo de substancias quimicas no exsudato,
incluindo “cininas” (bradicinina — BK; substancia P — SP), histamina, serotonina (5-
HT), acetilcolina (ACh), ATP, ions K+ e H+, CGRP (proteina relacionada com o gene
da calcitonina), prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (KAR et al., 1989; MORTON &
HUTCHISON, 1989; MILLAN, 1998). Quando ocorre uma lesdo tecidual consecutiva

a estimulos mecanicos, térmicos ou antigeno-anticorpo (Ag — Ac), ha uma resposta
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inflamatdria que se continua até que os processos de reparagado e regeneragao se
completem. Os sinais cardinais deste fendmeno foram descritos por Celsius no
primeiro século d. C., consistindo em calor, rubor, dor e edema; no século seguinte,
Galeno adicionou um quinto elemento — a alteragdo funcional (FRANKLIN &
ABBOTT, 1989). A perda da fungao parece estar particularmente associada a dor
resultante da irritacdo persistente dos nociceptores, que leva a inibicdo pds-sinaptica
reflexa do movimento muscular de defesa (FRANKSTEIN, 1981; MILLAN, 1998).

As PGs, isoladamente, ndo excitam as fibras responsaveis pela nocicepcao.
Contudo, parecem sensibilizar os aferentes primarios a substancias algésicas
(MILLAN, 1998). A substancia P (SP) é um undecapeptideo encontrado em
neurénios aferentes primarios de pequeno diametro (MENETREY & BASBAUM,
1987; MORTON & HUTCHINSON, 1989). Impulsos antidrébmicos nos nociceptores
aferentes primarios levam ao aumento da SP nos terminais nervosos que, associado
a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, produz a liberagao de NO,
opidides enddgenos, citoquinas (“CKs”) e migragao leucocitaria, com predominio de
monacitos, linfocitos, plasmadcitos e fibroblastos. Por sua vez, ocorre um aumento na
liberacdo de BK, na produgdao de histamina pelos mastécitos e de 5-HT pelas
plaguetas no liquido extracelular circunjacente; ambas sao capazes de ativar
potentemente os nociceptores. Estes, outra vez ativados, levam a sintese e
liberacdo “de novo” de tais substancias, criando um ciclo auto-sustentado de
estimulos nociceptivos de origem inflamatéria, causando hiperalgesia secundaria.
Hiperalgesia significa, literalmente, dor exagerada e inclui tanto dor anormalmente
forte em consequéncia de um estimulo nocivo, quanto respostas dolorosas a
estimulos tacteis ou térmicos n&o-nocivos. Muitas vezes, a hiperalgesia pode ser

acompanhada pela hipoestesia, sendo considerada usualmente como um sinal de
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desnervacao de uma via aferente. Ao nivel molecular, ha desnaturacédo de proteinas
determinada pela ag¢do de enzimas protepliticas (proteases, esterases e
colagenases), liberadas a partir da ruptura das membranas lisossomais consecutiva
a ativacao fagocitaria, bem como sinais de regeneracédo e reconstrugao da matriz
conjuntiva (LINDBLOM & VERRILLO, 1979; JENSEN & YAKSH, 1984; RANG et al.,
1997; SATYABRATA et al, 1989; ACHAVAL, 1991; WANNAMACHER &
FERREIRA, 1998; MILLAN, 1998; LIKAR et al., 1998; MONTENEGRO & FRANCO,

1999).

2.2 NiIVEIS E MECANISMOS MODULATORIOS

Sob o ponto de vista evolutivo, tdo importante quanto perceber um estimulo
danoso ou potencialmente danoso, € a modulacio inibitéria da percepgao desses
estimulos, traduzidos, muitas vezes, na forma de dor. Esta origina um “status”
neuroquimico e fisiolégico que, se forem muito intensos ou prolongados, podem
interferir nas respostas comportamentais complexas adequadas as situacdes nas
quais a dor foi produzida, diminuindo as chances de sobrevivéncia do individuo
(MILLAN, 1998; WIERTELAK et al., 1994c; TRAUB, 1997).

A dor pode ser eficientemente diminuida por varios mecanismos enddgenos
no SNC (STEIN, 1995; MILLAN, 1998). Estudos visando estabelecer a correlagao
entre o comportamento do animal e os circuitos neurais centrais especificos tem
demonstrado a existéncia de vias descendentes supressoras de dor, localizadas em
diferentes niveis do SNC. A estimulacao elétrica, a administracdo de opidides ou de
5-HT ativam essas vias descendentes e produzem um comportamento ao qual se

atribui analgesia quando mensurados por testes aversivos como “hot-plate” e “tail-
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flick”, ou em modelos de dor crbénica (LEVINE et al., 1980; ABBOTT & MELZACK,
1982; DUBNER & BENETT, 1983; KATAYAMA et al., 1984; JENSEN & YAKSH,
1984; TAIWO et al., 1985; BARDIN et al., 2000).

Uma regido onde estes mecanismos tém sido bem caracterizados é o corno
dorsal da medula espinhal, no qual impulsos dos nervos periféricos sao modulados
antes que estes sejam transmitidos a niveis mais centrais para evocar percepgao e
resposta (BROWN, 1983; DUBNER & BENNETT, 1983; TAIWO et al., 1985;
MENETREY & BASBAUM, 1987; KAR et al., 1989). Alguns estudos tém evidenciado
que, em adi¢ao aqueles mecanismos pertinentes ao SNC, a modulacéo intrinseca da
nocicepgao pode ocorrer nas terminagdes periféricas dos nervos aferentes (STEIN,
1995; COGGESHALL et al., 1997; LIKAR et al., 1998).Além disso, tais estudos
indicam que o sistema imune pode atuar sobre as terminacdes sensitivas dos nervos
periféricos contribuindo para a inibicdo da dor. Esta ligagdo neuro-imune foi
descoberta durante uma pesquisa que examinava 0s mecanismos de analgesia por
opidodes nos tecidos periféricos. Em contraposicdo a visdo tradicional que a anti-
nocicepgcdo provocada por estas substancias ocorre exclusivamente no SNC,
existem receptores opidides periféricos que mediam efeitos analgésicos quando

ativados por agonistas opidides exdégenos aplicados localmente (MILLAN, 1998).

3 SISTEMA OPIOIDE

Dentre os alcaldides isoquinolinicos, pode-se destacar um grupo de particular
interesse  em farmacologia: o0s alcaldides bensilisoquinolinicos, também
denominados “alcaldides do 6pio”. Apesar do 6pio e seus efeitos serem conhecidos

desde a Mesopotamia, conforme registros arqueoldgicos deixados pelos antigos
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sumeérios, foi somente nos escritos de Theophrastus (lll séc. a.C.) onde se encontrou
a primeira referéncia historica idébnea quanto ao uso desta substancia. A palavra
opium significa “suco” em grego, sendo a droga obtida do suco da papoula (Papaver
somniferum), planta que contém cerca de 25 alcaldides, dos quais a papaverina,
morfina e codeina permanecem em uso clinico. Os dois ultimos podem ser
considerados como derivados fenantrénicos sob o ponto de vista estrutural, embora
biossinteticamente derivem da tirosina, via alcaléides benzilisoquinolinicos
(SCHENKEL et al., 1999; GUSTEIN & AKIL, 2001).

O uso do Opio era corriqueiro na medicina arabe, sendo levado para o
Ocidente em caravanas juntamente com as especiarias que vinham do Oriente.
Entretanto, coube a Paracelsus (1493 — 1541) o mérito de repopularizar o uso do
6pio na Europa, apds ter sido abandonado por causa de sua toxicidade. Muitas das
aplicagdes do 6pio, tais como para o controle de disenterias, eram conhecidos por
volta dos meados do séc. XVI, e Sydenham (1680) descreveu que ”....entre os
remédios que o Deus Todo-Poderoso reservou ao homem para aliviar seus
sofrimentos, nenhum ¢é tao universal e eficaz quanto o 6pio....”. O p6 do 6pio tem
usos bem diferentes dos apresentados para a tintura de 6pio (anti-espasmaodico para
a musculatura lisa), e mais ainda dos alcal6ides isolados, tais como a morfina
(analgésico de acdo no SNC) e a codeina (anti-tussigeno). Este aspecto evidencia
que, raramente a uma planta medicinal, podem ser imputadas indicagdes
terapéuticas. O efeito farmacolégico esta ligado diretamente ao modo de emprego,
onde a planta medicinal deve ser vista como a matéria-prima do medicamento
(SCHENKEL et al., 1999; GUTSTEIN & AKIL, 2001).

Tanto os derivados naturais do 6pio como substancias sintéticas, capazes de

ligacdo a varios receptores especificos, sdo denominados opidides. Os derivados



21

opidides sao alguns dos analgésicos mais eficazes usados em humanos, indicados
no tratamento das dores agudas, moderadas ou intensas, que nao respondem a
analgésicos menos potentes ou que, por sua natureza, ndo sao a eles suscetiveis.
Também sdo eficazes no controle da dor cronica, sendo a tolerancia e a
dependéncia fisica fatores limitantes do uso prolongado (LEVINE et al., 1980;
MARTIN, 1984; MARTINDALE, 1999; GUTSTEIN & AKIL, 2001).

O problema de abuso e de adicdo aos opidides levou a pesquisa em busca de
analgésicos mais potentes que nao tivessem este efeito colateral indesejavel. Por
volta de 1940, foram introduzidos na pratica clinica compostos sintéticos como a
meperidina e a metadona, mas estes demonstraram possuir os efeitos tipicos
observados com a morfina. A nalorfina, um derivado da morfina, constituia uma
excegao, pois antagonizava os efeitos da morfina, sendo usada no inicio da década
de 50 para reverter a intoxicagdo com esta droga. Doses maiores de nalorfina
mostraram-se analgésicas nos pacientes em pds-operatério, mas a droga nao é
utilizada na pratica com esta finalidade, por causa dos seus efeitos colaterais,
incluindo ansiedade e sudorese. Entretanto, devido ao seu perfil farmacoldgico, a
nalorfina levou ao desenvolvimento de novas drogas, como o antagonista naloxone
e os compostos com acdes mistas, por exemplo, pentazocina, butorfanol e
buprenorfina. Milhares destes farmacos, com estruturas diversas, tém sido
sintetizados e investigados quanto as suas propriedades analgésica, anti-diarréica,
antitussigena e de provocar dependéncia. Estes farmacos, além de aumentarem o
arsenal terapéutico disponivel, propiciaram os meios necessarios para a exploragao
dos mecanismos de acao dos opidides (DUGGAN & NORTH, 1984; MARTIN, 1984;
RANG et al,, 1997; WANNAMACHER & FERREIRA, 1998; MARTINDALE, 1999;

GUTSTEIN & AKIL, 2001).
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Avancos tém sido obtidos nos estudos pertinentes a natureza da transducéao
de sinal, particularmente no que se refere as intrincadas ligacbes moleculares que
regulam a condutancia ibénica. As moléculas responsaveis pelo reconhecimento de
ligandos formam complexos funcionais de moléculas transdutoras, amplificadoras e
efetoras que permitem a célula responder adequadamente a uma série de ligandos
extracelulares. Em cada sistema de ligandos transmissores estudado em detalhes,
tem sido encontrado mais de um tipo de receptor conforme critérios fisiolégicos e
farmacolégicos (BLOMM, 1988; SCHULMAN & HYMAN, 1999). A pesquisa com
analgésicos opiodides tem fornecido elementos importantes para a formulagdo de
teorias a cerca de seus receptores, bem como para o entendimento das bases
celulares e moleculares da analgesia induzida por opidides, a caracterizagao do sitio
de ligacdo ao receptor e dos mecanismos de acoplamento que sé&o responsaveis
pelo inicio da agao farmacolégica, bem como a interacéo entre estes componentes
do receptor sdo questbes fundamentais ainda ndo plenamente respondidas em
farmacologia (LEVINE et al., 1980; MARTIN, 1984; DUGGAN & NORTH, 1984;
FERREIRA & WANNAMACHER, 1998).

A abordagem para a identificagao de receptores tem envolvido, basicamente,
dois processos: a determinagao de um perfil exclusivo com agonistas opidides e de
antagonistas com varios graus de seletividade, e o estudo da cinética de ligacao
saturavel e estereo-especifica para varias fragdes de tecidos (DUGGAN & NORTH,
1984; MESTEK et al., 1995; GUTSTEIN & AKIL, 2001).

Os efeitos eletrofisioldégicos dos opidides sobre o sistema nervoso tém sido
analisados em seus diversos niveis, utilizando uma variedade de preparacdes
técnicas in vivo e in vitro de registro e métodos de aplicagbes de drogas (sistémica,

microeletroforética ou intoforética, micropipetas e pressdo de ejecao, perfusdo de
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tecidos in vitro, microinjecdo de opiaceos). As duas abordagens principais
empregadas para essa finalidade sdao (DUGGAN & NORTH,1984):

1°) analise quantitativa de mudancgas nas caracteristicas de um Unico
neurénio ou de grupos de neurbnios durante a aplicagao de opidides diretamente
sobre eles. Isso inclui estudos das propriedades passivas de membrana,
excitabilidade elétrica (geracédo e propagacgao do potencial de agao), excitabilidade
quimica (propagagéao de potencial sinaptico) e propriedades neurossecretorias;

2%) analise de como as alteragdes induzidas por opidides na fungao de certos
neurénios afetam outras areas do SN, como por exemplo, o registro da atividade
neuronal nos diferentes niveis do neuro-eixo em resposta a um estimulo cutaneo
nocivo, e o estudo dos efeitos dos opidides aplicados em diferentes niveis.

Os diversos analgésicos pertencentes a este grupo tém sido classificados
como opiaceos ou drogas semelhantes a morfina, ou entdo como analgésicos
opidides, conforme as diferengas farmacoldgicas encontradas em relagdo a morfina.
Os opoides diferem dos opiaceos de duas formas: a) eles podem exibir atividade
antagonista em relagdo aos opiaceos, atuando como “antagonistas competitivos” ou
“agonistas parciais”; ou b) podem ter efeitos distintos daqueles apresentados pelos
analgésicos opiaceos. O grupo dos analgésicos opidides abrange agonistas puros,
agonistas parciais (agonistas / antagonistas mistos) e antagonistas, bem como
peptideos enddégenos com atividade opidide ainda nado explorados como agentes
terapéuticos, que ligam-se a receptores endoégenos especificos (u1 e u2, «, o, p, € €),
localizados no SNC e 6rgaos periféricos (MARTIN, 1984; DUGGAN & NORTH, 1984,
RANG et al. 1997; FERREIRA & WANNAMACHER, 1998; MARTINDALE, 1998;

GUTSTEIN & AKIL, 2001).
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O naloxone é um congénere da oximorfona, diferindo estruturalmente desta
pela substituicdo do grupo metil ligado ao atomo de nitrogénio por um grupo alil. E
definido como um antagonista opidide essencialmente puro, isto €, ndo possui as
propriedades agonisticas ou caracteristicas morfinomiméticas de outros antagonistas
aos narcoticos. Em clinica médica, € indicado para prevenir alguns efeitos dos
opiaceos incluindo depressao respiratoria, sedacdo e hipotensdo. Também pode
reverter os efeitos disforicos ou psicomiméticos de agentes agonista-antagonistas,
como a pentazocina (MARTINDALE, 1999; GUTSTEIN & AKIL, 2001).

O entendimento do mecanismo de acao dos opidides nos nervos periféricos
tém surgido de estudos em animais da “analgesia” produzida por estas substancias
nos tecidos periféricos, a maioria dos quais ocorrendo durante inflamacao. Nos
vertebrados, a identificagcao de receptores opidides nas terminacdes periféricas de
neurénios aferentes primarios, bem como a expressdo dos seus mRNAs no ganglio
da raiz dorsal, servem de embasamento tedrico para explicar os efeitos analgésicos
obtidos com opidides localmente aplicados (STEIN, 1995; COGGESHALL et al.,
1997; LIKAR et al, 1998).

Para explorar as bases moleculares dos mecanismos que contribuem para a
tolerancia aos opioides, Mestek e cols. (1995) isolaram um cDNA para o receptor
opidide u, alvo de narcéticos tais como a morfina, codeina, metadona e fentanil. O
receptor codificado por este cDNA possui uma sequéncia de 400 amino-acidos, com
94% de similaridade com o mesmo receptor em ratos. A transcricdo do cDNA no
COS-7 celular produz sitios de ligagao com alta afinidade para receptores agonistas
e antagonistas seletivos n. Este receptor apresenta caracteristicas como aquelas
dos canais de K+ ativados por proteinas G. Quando ambas as proteinas foram

expressas nos ovocitos de Xenopus, desenvolve-se dessensibilizacdo funcional
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apos estimulagao repetida do receptor u, observada pela redugdo na corrente de K"
consecutiva a ativacdo de um segundo receptor pu induzida pela ativagdo do
primeiro receptor. A extensdo da dessensibilizagdo foi potencializada pela proteina-
quinase Ca++/calmodulina — dependente da proteina-quinase C (PKC). Estes
resultados indicam que a modulacdo pela proteina-quinase € um mecanismo
molecular pelo qual a dessensibilizacdo da sinalizagdo do receptor u pode ser
regulado a nivel celular, sugerindo que este mecanismo pode contribuir para o
desenvolvimento da tolerancia a opidides em seres humanos. Segundo Montenegro
e Franco (1999), a adaptacéo ou a tolerancia a morfina se faz ndo por alteragdes
dos receptores ou dos transdutores (proteinas G), mas pelo fato de que os neurénios
mantidos por longo tempo com niveis baixos de AMPc aumentam a expressao dos
genes para as PKAs e para a adenil-ciclase, compensando parcialmente, dessa
maneira, a deficiéncia de AMPc. Quando o uso da morfina é suprimido, os neurdnios
estdo com niveis muito elevados daquelas enzimas e tornam-se extremamente
excitaveis, causando as manifestagdes observadas na sindrome de abstinéncia.

Os peptideos opidides, ou endorfinas, constituem uma importante e
abundante familia de neuropeptideos. O termo “endorfina” € um nome genérico
empregado para identificar compostos semelhantes a morfina “endégena”, ou em
outros térmos, todas aquelas substancias naturais ou sintéticas que tém
propriedades similares as da morfina (GUTSTEIN & AKIL, 2001).

A sintese dos neuropeptideos € similar a de outras proteinas, envolvendo
translacdo de sequéncias de mRNA nos ribossomas. A translagcdo usualmente
produz uma pré-proteina relativamente grande ou precursor do neuropeptideo. A
clivagem proteolitica inicial do precursor protéico ocorre no reticulo endoplasmatico e

no aparelho de Golgi. O estagio final do processo pés-translacional ocorre apos o
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precursor € as enzimas proteoliticas serem empacotadas no interior de granulos
neurossecretorios, que sao transportados até os terminais neuronais para estoque
ou liberagdo. As moléculas precursoras em alguns peptideos sintetizados por
neurdnios contém diversas seqléncias de amino-acidos do mesmo neuropeptideo.
Isso permite aos neurdnios produzirem multiplas cépias de um determinado
neuropeptideo, e desta forma multiplicar o sinal produzido pela translagcdo das
moléculas precursoras. As moléculas precursoras dos peptideos sintetizados por
neurdnios também pode conter sequéncias de amino-acidos de diversos
neuropeptideos diferentes. Mudangas no padrdo de clivagem no precursor pode
produzir diferentes grupos de neuropeptideos, cada um dos quais pode ter efeito
bem diferente (PEDERSEN et al., 1998; GUTSTEIN & AKIL, 2001).

Os opidides endoégenos tém recebido mais atencdo do que qualquer outra
familia de neuropeptideos. Aproximadamente 18 moléculas opidédes separadas,
foram descritas até o momento, entre as quais a pB-endorfina, Leu-Enk, Met-Enk e
DYN, todos originarios de trés moléculas precursoras principais, a POMC, a pré-pro-
ENK e a pré-pr6-DYN, sendo cada uma sintetizada em uma populagcéo de neurdnios
diferentes (McGINTY & BLOOM, 1983; KAR et al., STEIN, 1995; 1989; PEDERSEN

et al., 1998).

4 SISTEMA SEROTONINERGICO

A 5-HT foi originalmente descoberta em 1948, ano em que estava sendo
pesquisada a identidade de uma substancia vasoconstritora liberada quando se
deixava o sangue coagular. Inicialmente foi denominada serotonina, um nome ainda

amplamente utilizado para denotar sua origem e sua acdo biologica.



27

Subsequentemente, foi detectada na via gastrintestinal e no SNC e demonstrou-se
que a 5-HT tinha um importante papel como NT, atuando também como hormdnio
local no sistema vascular periférico (SANDERS-BUSH & MAYER, 2001).

Assim como outras aminas biogénicas, a 5-HT tem fungdes bioldgicas
especificas como NT, Nmod ou NH, sendo encontradas especialmente no SN.
Observam-se, também, muitas combinagdes e concentracdes diferentes de carater
espécie-especifico. A formacdo de aminas a partir de amino-acidos requer uma
etapa que passa por um processo de descarboxilagdo, mas em termos de
bioquimica comparada, pouco se sabe a respeito das enzimas correspondentes.
Parte dos NTs liberados no espaco extracelular em vertebrados é reabsorvida pelas
terminagdes nervosas. O excesso de aminas no cérebro de vertebrados € oxidado
pela mono-amino-oxidase mitocondrial (MAO), formando aldeidos. As aminas
biogénicas também podem ser oxidadas por outras enzimas. As MAOs sao flavina-
adenina-dinucleotideos (FADs) que se localizam na membrana mitocondrial externa
e produzem peroxido de hidrogénio. Elas sédo particularmente ativas no figado, rim e
parede intestinal, aonde sao capazes de desintoxicacdo, € no cérebro, aonde estao
envolvidas na regulagdo da concentragao de NTs. Existem dois tipos de MAOs em
mamiferos, aves, répteis e anuros adultos: o tipo A oxida a 5-HT e é inibida pela
clorgilina, enquanto o tipo B atua sobre a benzilamina e é insensivel ao inibidor. Em
grande parte, os dois tipos s&o encontrados juntos em propor¢des que dependem do
tipo de tecido; porém, o bago e testiculo de ratos contém somente o tipo A, e o
figado murino, cérebro porcino e plaquetas humanas possuem o tipo B, sendo esta
uma provavel forma evolutivamente derivada. O tipo B é ausente em teledsteos,

perfaz menos que 10% da atividade total das MAO em urodelos, aparece em anuros
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somente antes da metamorfose, e surge mais tarde que o tipo A nos fetos de

mamiferos (POWELL et al., 1989; URICH, 1994).

A biossintese da 5-HT segue uma via semelhante a da Nor, a exceg¢ao de
que o aminoacido precursor € o triptofano e nao a tirosina. O triptofano é convertido
em 5-HT (nas células cromafins e nos neurdnios, porém nao nas plaquetas) pela
acao da triptofano-hidroxilase, uma enzima exclusiva de células produtoras de 5-HT.
O 5-hidroxitriptofano €, em seguida, descarboxilado em 5-HT por uma
descarboxilase inespecifica, que atua sobre muitos outros substratos e que também
esta envolvida na sintese de catecolaminas e de histamina. As plaquetas e os
neurdnios possuem um mecanismo de captagcao com elevada afinidade pela 5-HT
(PEDERSEN et al., 1998; RANG et al., 1997; SANDERS-BUSH & MAYER, 2001).

Em seres humanos, as maiores concentragbes de 5-HT no organismo
encontram-se (RANG & DALE, 1998; KAPLAN & SADOCK, 1998; PEDERSEN et al.,
1998; THADDEU, 1998; VEENSTRA-VANDERWEELE et al., 2000; SANDERS-
BUSH & MAYER, 2001):

a. Na parede do intestino — grande parte da 5-HT corporal encontra-se em células
originarias da crista neural, as células enterocromafins, localizadas
principalmente na mucosa do estdbmago e do intestino delgado. Certa quantidade
de 5-HT também é encontrada nas células nervosas do plexo mioentérico,
atuando como um provavel NT excitatério;

b. No sangue — a 5-HT esta presente em concentragbes elevadas nas plaquetas,
captada a partir da circulagao intestinal. A 5-HT gera agregacéao plaquetaria, e as
plaquetas que ficam retidas no vaso liberam mais 5-HT. Em presenca de um
endotélio integro, a liberagdo de 5-HT das plaquetas aderidas causa

vasodilatagao, ajudando assim a manter o fluxo sanguineo;
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c. No SNC — atua com NT. A 5-HT desempenha importantes papeis fisiolégicos na
modulacdo do humor, impulso, apetite, temperatura corporal, secregcao neuro-
enddécrina, sono e nocicepgao, encontrando-se na génese de uma série de
perturbagdes psiquiatricas, incluindo, agressividade, suicidio violento, ansiedade
e depressao, transtornos obssessivo-compulsivo e do apetite, psicose, dentre
outras. As principais vias serotoninérgicas partem dos nucleos da rafe bulbares
(pallidus e obscurus) e bulbo-pontino (nucleo magno da rafe). Entre a parte
superior da ponte e o tegmento mesencefalico encontra-se o nucleo mediano,
que, ao lado do nucleo dorsal da rafe, de localizacdo mesencefalica,
desempenha um importante papel no comportamento. Os nucleos mais caudais
inervam o tronco encefélico e o cerebelo, projetando vias descendentes para a
medula espinhal. Os nucleos intermediarios projetam os seus axdnios para o
sistema limbico, enquanto as fibras originarias do nucleo da rafe direcionam-se
para o neocortex e o neoestriado.

Além da sua acao localizada sobre os nociceptores, a 5-HT € um NT que
desempenha um papel inibitério na transmissdo nociceptiva ao nivel das vias
descendentes medulares e bulbo-espinhais (SASAKI et al., 2001). Estudos
realizados por Taiwo e cols. (1985) verificaram a potencializagcdo dos efeitos
antinociceptivos da combinacdo entre morfina e os inibidores da recaptacdo de
monoaminas na medula espinhal de gatos em testes tipo “tail-flick”. Sasaki e cols.
(2001) sugeriram que os receptores 5-HT, e 5-HT3; estdo envolvidos na
antinocicepcao mediada pela medula espinhal em ratos submetidos a testes
aversivos quimicos com formalina. Estudos clinicos tém demonstrado a eficacia
analgésica dos antidepressivos ftriciclicos no tratamento de varias sindromes

dolorosas. Embora seu mecanismo de acdo pouco seja conhecido, o efeito



30

analgésico nao possui relagdo com a dose administrada ou com a modulagdo do
humor (WANNAMACHER & FERREIRA, 1998).

Por outro lado, algumas evidéncias contrariam o papel inibitério da 5-HT na
medula espinhal em resposta a estimulos nociceptivos (SOJA & SINCLAIR, 1980),
ou da sua administragao intratecal em modelos de dor difusa (BARDIN et al., 2000).

Os resultados obtidos com experimentos imuno-histoquimicos e bioquimicos para
a determinacao de 5-HT em modelos com transecg¢do de medula espinhal, sugerem
que a 5-HT medular ndo é originaria do encéfalo (HADJICONSTATINOU et al.,
1984). Esse fato, associado aos inumeros tipos e subtipos de receptores
serotoninérgicos conhecidos até o presente (PAWELS, 2000; VEESTRA-
VANDERWEELE et al., 2001), podem, até certo ponto, explicar as diferengas
encontradas. Contudo, mais estudos sdo necessarios para esclarecer os

mecanismos de agao subjacentes a modulagéo nociceptiva.

5 SISTEMAS OPIOIDE E SEROTONONERGICO EM INVERTEBRADOS

5.1 SISTEMA OPIOIDE

O interesse pelo papel que os neuropeptideos desempenham na modulagao
comportamental, levou a identificacdo de peptideos opidides e de seus receptores
bioquimicos, em diversas espécies de invertebrados; os resultados obtidos através
de investigagcbes  comportamentais, eletrofisioldgicas, imunoldgicas e
farmacoldgicas, sdo semelhantes aos dos vertebrados, e estdo envolvidos na

mediacdo de respostas comportamentais a estimulos aversivos térmicos em varias
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espécies de gastropodos (LEUNG & STEFANO, 1987; KAVALIERS, 1983, 1987,
1991; KAVALIERS & OSSENKOPP, 1993; GUTIERREZ, 1991).

Em alguns trabalhos pioneiros para estudar os efeitos dos opidides nos
invertebrados, Stefano e Catapane (1979) e Stefano e cols. (1980), demonstraram
que a aplicagao exdgena de opidides poderia regular os niveis de dopamina no SNC
em Mytilus. Além disso, tém demonstrado uma interrelagdo entre os sistemas
encefalinérgico e dopaminérgico em ambos, no SN de vertebrados e de
invertebrados, cujo controle nas variagbes dos niveis de dopamina nos terminais
pré-sinapticos dopaminérgicos, faz-se através de sitios de ligagdo com alta afinidade
para opioides (STEFANO et al., 1982; KAVALIERS, 1983).

Alguns peptideos atuam como NTs durante a excitagdo das sinapses. Isto
tem sido demostrado para a SP, beta-endorfina, encefalina e somatostatina, e
provavelmente aplica-se também a VIP, PP, angiotensina, ACTH e CCK.
Aproximadamente metade das sinapses no cérebro humano funcionam com NTs
“classicos”, tais como ACh, aminas biogénicas (dopamina, Nor, 5-HT), e amino-
acidos (GABA, GLY, GLU, ASP), sendo a outra metade possivelmente de natureza
peptidérgica. A fungdo neuromodulatéria diz respeito a atividade enddcrina dos
peptideos, contrastando com a agédo neurotransmissora (URICH, 1994). Também no
caso dos peptideos com acdo hormonal, tem sido demonstrada a presenca de
sequéncias similares que indiquem um ancestral comum. Algumas dificuldades
estdo relacionadas com sequéncias nas quais uma evolugao convergente ndo pode
ser excluida. O sistema opidide nos invertebrados parece ser tdo complexo e
analogo ao seu correspondente em mamiferos. As diversas respostas a estressores
indicam que o cérebro de mamiferos possui sistemas neuroquimicos opidides e nao-

opioides envolvidos na reposta a estimulos ambientais aversivos e nocicepcao,
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havendo substanciais evidéncias da participacdo dos opidides na modulacdo de
comportamentos basicos e processos fisiolégicos em invertebrados. No sistema
nervoso de invertebrados, a glia € o principal componente tecidual, tal como nos
vertebrados. A presenga de hormoénios, peptideos e receptores opiodides
endégenos, tém sido demostrada nos processos imunes que ocorrem tanto na
microglia do cérebro de vertebrados, como em invertebrados. Por exemplo,
peptideos com atividade imunoldgica e bioldgica correspondendo a insulina dos
vertebrados, também foram detectados em tunicados, insetos, crustaceos,
gastrépodos, cefalépodos, ciliados, e em muitos fungos e procariotos. Inumeras
evidéncias indicam que representantes destes grupos de invertebrados possuem
somatostatina, horménio adreno-cértico-tréfico (ACTH), peptideos da familia POMC,
horménio liberador de coérticotrofina (CRH), B-endorfinas, hormdnio melandcito-
estimulante fragdo o (a-MSH), encefalinas (ENKSs), gastrina, colecistoquinina (CCK),
secretina, substancia P (SP), peptideo pancreatico (PP), peptideo vaso-intestinal
(VIP), horménio anti-diurético ou vasopressina (ADH), calcitonina, peptideo de
molusco relacionado com a insulina (MIP-IIl) dentre outros (SCHOT et al., 1981,
ORTIZ et al., 1987; KORBIESKI et al., 1988; STEFANO et al., 1988; CURRY et al.,
1992; LI & GERAERTS, 1992; HERNADI & ELEKES, 1993; URICH, 1994; SONETTI
et al., 1997; SALZET & STEFANO, 1997; LEUNG & STEFANO, 1987; KAVALIERS,
1987, 1989; RENZELLI-CAIN & KALOUSTIAN, 1995; CLATWORTHY, 1996; MAINS
& EIPPER, 1998; ZANCAN et al., 1997).

Comparado com os vertebrados, os invertebrados possuem poucos 6rgaos
endocrinos. Por outro lado, as células com fungdo neuro-secretora sdo numerosas,

indicando que muitos processos fisiolégicos nestes animais sao regulados através
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de neuro-hormoénios (NHs) (PLESCH, 1977; SCHOT et al., 1981; KORBIESKI et al.,

1988).

5.2 SISTEMA SEROTONINERGICO

Nas ultimas quatro décadas, estudos realizados em vertebrados e
invertebrados permitiu que se criasse um consenso entre os pesquisadores de que
a 5-HT é amplamente distribuida tanto em vertebrados quanto em invertebrados,
mediando inumeras fungdes fisioldégicas gragcas a mutiplicidade de receptores
(WALCOURT-AMBAKEDEREMO & WINLOW, 1994; TIERNEY, 2001). Esta
homologia pode ser estendida aos sistemas enzimaticos envolvidos na sintese de
aminas biogénicas, especialmente a 5-HT. Por exemplo, o rim porcino contém uma
descarboxilase inespecifica que pode converter a histidina, fenilalanina, tirosina,
triptofano e 5-hidroxi-triptofano; uma enzima com propriedades muito semelhantes
também é encontrada no cérebro de insetos (URICH, 1994).

Especula-se que uma das razbes para a ampla distribuicdo da 5-HT e de seus
receptores entre os seres vivos, deva-se a antiguidade do sistema serotoninérgico
como sinalizador celular, existente mesmo antes que fatores evolutivos provocassem
a separacao entre vertebrados e invertebrados, ocorrida ha cerca de 600 milhdes de
anos (TIERNEY, 2001).

Estudos realizados em modelos invertebrados mostram que a 5-HT esta
envolvida na modulagdo de mecanismos homeostaticos basicos como alimentar
(KUPFERMAN et al., 1991; MURPHY, 1991), reprodutivo e sensorial (BAXTER &
BYRNE, 1989; MOROZ et al., 1997), atividade cardiaca (JAEGER & FARIAS,

1977), postura e locomogao (MACKEY & CAREW, 1983; SATTERLIE, 1991),
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aprendizado e plasticidade sinaptica (KATZ & FROST, 1995; EMPTAGE et al., 1996)
e sensitizagcao (SHEVELKIN et al., 1998).

Em Helix aspersa procedimentos imuno-histoquimicos e com radio-imuno-
ensaio revelaram que neurdnios contendo 5-HT, situados em cada ganglio
metacerebral também contém CCK e SP, sendo que a fragdo carboxi—terminal da
CCK em invertebrados assemelha-se com a CCK e gastrina de mamiferos
(OSBORNE et al., 1982). Neste modelo, as reagbes imuno-histoquimicas positivas
em varicosidades na regido do corpo celular e na bainha neural do ganglio central,
fornecem evidéncias de uma agdo regulatéria n&o-sinaptica de neurbnios
serotoninérgicos localizados no SNC, modulando as atividades neuronal do
pericario, neuro-muscular e neuro-hormonal periféricos (ELEKES, 1991). Em um
estudo anterior, Boyd e cols. (1985) empregaram os antagonistas de receptores 5-
HT, metisergida e ketanserina, em coragdes dissecados de Helix, e observaram
diferencas entre as respostas obtidas, sugerindo a existéncia de receptores distintos.
Walcourt-Ambakederemo e Winlow (1994), aplicaram os mesmos farmacos em
culturas de neurbnios obtidos do SN e da massa bucal de Lymnaea stagnalis, e
concluiram que os receptores 5-HT, neste modelo experimental sdo analogos aos
encontrados em mamiferos.

Com os resultados obtidos em experimentos com histofluorescéncia pelo
método do 4&cido glioxilico e tratamentos com 5,7-di-hidroxi-triptamina em
Megalobulimus oblongus, Zancan e cols. (1997) realizaram o mapeamento dos
neurénios monoaminérgicos no SNC, que permitiram estabelecer comparagbes com
outros gastrépodes. Em um estudo anterior neste modelo, Jaeger e Farias (1977)
analisaram os efeitos da metroxitriptamina e dos inibidores da mono-amino-oxidase

(IMAO) no coragao e no musculo retrator do pénis.
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6 O ESTUDO DA NOCICEPCAO EM MODELOS EXPERIMENTAIS E A

UTILIZAGAO DE MODELOS NAO-MAMIFEROS

O estudo da nocicepgéo, dor e analgesia é uma importante area da pesquisa
biomédica, que tém permitido avangos expressivos para compreender o que significa
dor aguda ou cronica, cujos resultados podem ser aplicados a terapéutica. Esta area
de pesquisa examina a fisiologia da transmissdo da dor, bem como a farmacologia
das drogas analgésicas, utilizando uma ampla variedade de modelos in vivo ou in
vitro. Contudo, ha um numero significativo de situagdes clinicas em que a percepgao
dolorosa torna-se refrataria aos tratamentos estabelecidos, constituindo-se num
verdadeiro desafio. Entre os fatores que limitam o manejo adequado nestes casos,
encontram-se tolerancia e efeitos colaterais das drogas empregadas (STEVENS,
1992).

A utilizagdo de métodos e modelos indubitavelmente tem seu mérito na
avaliacao e interpretacdo de dados em farmacologia clinica, mas € um processo que
obriga a observancia de regras e conceitos cientificos rigorosos. Quando se busca a
“otimizacdo” — palavra que se refere a qualidade de um determinado procedimento —
o significado e a extensdo dos termos “método” e “modelos” devem ser
estabelecidos. O método € um procedimento planejado que leva a habilidade técnica
na resolucdo de uma tarefa tedrica ou pratica; um modelo é a representacdo de um
sistema por outro, usualmente mais familiar, cujo funcionamento é supostamente
analogo ao menos familiar. Muito tém sido descrito a respeito da importancia dos
modelos experimentais, especialmente sobre modelos farmacodindmicos e

farmacocinéticos. A geragcéo de novas hipdteses, que representam o progresso na
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ciéncia, esta intrinsecamente conectada a capacidade de moldar observacdes
dentro de uma forma abstrata necessaria para a construcdo ou adaptacdo de um
modelo. Em suma, os modelos sio valiosos principalmente para descricao
(“modelos descritivos”), predi¢ao (“modelos preditivos”), e reconhecimento (“modelos
explicativos”). Finalmente, a utilidade ou “validade pragmatica” é essencial para a
importancia atribuida ao modelo (GERLOFF, 1997).

A investigagdo dos mecanismos neurais subjacentes a analgesia depende de
testes que fornegcam medidas objetivas em modelos animais (LEVINE et al., 1980 ).

Modelos de inflamagcdo ou patologia tecidual produzem um aumento
persistente nos estimulos nociceptivos, associados a lesao tecidual periférica,
podem levar a uma atividade neural alterada no SNC, aonde observam-se
mudangas neuroquimicas (HUNSKAAR & HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989;
BARDIN et al., 2000; SASAKI et al., 2001). Estas mudanga podem resultar na
hiperexcitabilidade do sistema nociceptivo, persisténcia da dor, e aumento nas doses
de analgésicos. Estes modelos podem fornecer novas informagdées que sejam
aplicadas no desenvolvimento de novas abordagens para o controle da dor aguda
ou crbnica, em situacbes como periodo poés-operatério, neoplasias, artrite e
neuropatia dolorosa (CASEY & DUBNER, 1989). Em tais casos, a dor resulta de
multiplas e complexas modificagdes em vias nociceptivas, incluindo alteracdes no
fendtipo e estrutura neuronais, sinapse e expressao de proteinas tais como
receptores, NTs e canais ibnicos (ACHAVAL, 1991, WANNAMACHER &
FERREIRA, 1998).

Numerosos estudos tém sido empreendidos para o desenvolvimento de novos
protocolos laboratoriais visando determinar os efeitos de agentes analgésicos com

narcoticos agonistas mistos. Mais de 50 testes diferentes para a dor utilizando
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animais, a maioria roedores, predominantemente ratos e camundongos, além de
outros incluindo primatas, tém sido descritos na literatura, e desenvolvidos para
avaliagao do potencial analgésico de drogas (FRANKLIN & ABOTT, 1989).

Todavia, como ainda é muito dificil estudar as fung¢des integrativas do SN de
vertebrados e correlacionar a neurobiologia celular com o comportamento, os
neurdnios dos moluscos tém sido usados para estudos celulares, que sao dificeis,
ou mesmo impossiveis, de serem realizados em vertebrados. O grande tamanho dos
neurénios, individualizados, e o facil acesso para registros fisioldgicos intracelulares
sao caracteristicas importantes que possibilitam a realizacdo de diversos trabalhos
experimentais. Assim sendo, recentemente, uma atencado especial vem sendo
prestada as interrelacbes que podem ser estabelecidas entre neurbnios centrais e
comportamento em modelos mais simples como gastropodes (HEYER et al., 1973;
KAVALIERS, 1984; 1992; SAKHAROV et al., 1993; DYAKONOVA et al., 1995;
KOJIMA et al., 1998; ROMERO et al., 1994; OSBORNE et al., 1982; DULIN et al.,
1995; SCOTT et al., 1997).

Inimeros trabalhos para a caracterizagdo morfolégica de moluscos
gastrépodes foram realizados, descrevendo elementos do SNC e SNP, juncéo
neuro-muscular e musculatura pediosa. A despeito de uma ampla variedade
adaptativa, um plano morfolégico basico do SN destes animais permaneceu estavel,
possibilitando estabelecer diversas homologias entre os ganglios, e a identificagao
de células com caracteristicas comuns nas diferentes espécies; a relativa
constancia durante o desenvolvimento, 0 numero e a posi¢gao de grandes neurbnios
implica que a maioria deles sao geneticamente especificadas. Na medida que
identificamos tais células, podemos acompanhar as modificacbes ocorridas nos

circuitos neurais e na jungéo neuro-muscular, em consequéncia de fatores evolutivos
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e comportamentais Por outro lado, esta abordagem anatomica comparada pode
servir como respaldo para uma abordagem neuroquimico-anatdémica comparada
(NISBET, 1960; AMOROSO et al.,, 1963; KERKUT et al., 1966; ROGERS, 1969;
NAGI & SAKHAROQOV, 1970; BENJAMIN & INGS, 1972; HEYER et al., 1973; PERETZ
& ESTES, 1974; PLESCH, 1977; MOFFETT, 1989; ESSAWY, 1994; MAGOSKI et
al., 1994; FACCIONI-HEUSER et al., 1999).

A simplicidade do SNC destes animais tém permitido a caracterizagdo
morfoldgica, bioquimica e eletrofisiolégica de muitos neurénios centrais que formam
os circuitos neurais envolvidos em diferentes comportamentos. Em moluscos,
contudo, algumas respostas comportamentais, assim como muitos reflexos, séo
mediadas ndao somente pelo SNC, mas envolvem, também, elementos do SNP,
sendo importante distinguir qual a influéncia exercida por estes dois componentes
(BENJAMIN & INGS, 1972; BAILEY et al., 1979).

Inimeras evidéncias tém demonstrado que moluscos podem ser modelos
experimentais  particularmente  importantes na avaliagdo dos efeitos
comportamentais de peptideos biologicamente ativos encontrados em vertebrados,
bem como de seus analogos sintéticos (KAVALIERS, 1983).

A resposta eletrofisioléogica a agonistas e antagonistas opidides fazem dos
moluscos modelos particularmente interessantes de estudos de dependéncia
opidides e da farmacologia do naloxone (GUTIERREZ, 1991).

As evidéncias citadas na literatura a respeito da existéncia de mecanismos
modulatérios basicos filogeneticamente conservados em gastropodes, destacam o
envolvimento de esterdides neuro-ativos, peptideos opidides e da 5-HT em
nocicepcao, LTP e sensibilizagdo de nociceptores, facilitacdo e inibicdo de reflexos

de retirada (WRIGHT & CAREW, 1995; DYAKONOVA et al.,m 1995; KATZ &
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FROST, 1995; KAVALIERS et al., 1997; SHEVELKIN et al., 1998; KAVALIERS et al.,
2001).

Existe uma enorme heterogenecidade nos receptores serotoninérgicos
devido ao grande numero de isoformas, e a maior parte dos dados atualmente
disponiveis provém de modelos in vitro, permanecendo o desafio de revelar os
mecanismos de agao destes subtipos de receptores em modelos in vivo (PAUWELS,
2000).

Além da simplicidade inerente ao método, por razdes éticas e filosoficas, ha
uma tendéncia para que se estimule a pesquisa em modelos invertebrados, em

detrimento de modelos vertebrados, especialmente mamiferos ( STEVENS, 1992).

A escolha do gastrépodo pulmonado M. oblongus (MULLER, 1774) para
modelo experimental, nos Laboratérios de Histofisiologia Comparada e
Neurobiologia Comparada (ICBS — UFRGS), tem sido atenciosamente considerada,

sendo realizada uma série de estudos visando responder algumas questbes como:

a. Ciclo reprodutivo (HORN et al.,1995);

b. Inervagao e corpo dorsal (ZANCAN & ACHAVAL, 1995)

c. Anatomia e vascularizagdo do SNC (PERES, 1994; NOBLEGA et al.,
2000)

d. Histoquimica e imunohistoquimica (6ptica e ultra-estrutural) do SNC.:

-Atividade fosfatase acida (DONELLI et al.,1998)

-Aminas biégenas (ZANCAN et al.,1997)

-FRMFamida (MORIGUCHI-JECKEL, 2001)

-GFAP (SANTQOS et al., 2000; 2001)
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-Vimentina (SANTOS et al., 2000; 2001)

e. Musculatura pediosa e plexo pedioso- caracterizagao histolégica
histoquimica, imunohistoquimica e ultra-estrutural ( FACCIONI-HEUSER et
al.,, 1995; FACCIONI-HEUSER, 1999; FACCIONI-HEUSER et al., 1999)

f. Barreira hemolinfatica neural (6ptica, ultra-estrutural e marcadores

-(NOBLEGA et al. 2000)

g. Estudos hodolégicos ( PUPERI et al., 2001; MALYSZ et al., 2001; ZANCAN et
al., 2001, FACCIONI-HEUSER et al., 2001)

h. Anéxia no SNC (DE FRAGA et al., 2007)

i. Estruturas sensoriais (ZANCAN et al., 2001)



OBJETIVOS
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O estudo proposto tem por finalidade:

Adequacéo deste animal para estudo em nocicepgéo (“dor’) aguda;

Reconhecer elementos que sirvam de substrato para estabelecer possiveis
homologias entre modelos vertebrados e invertebrados utilizados na pesquisa de
dor e nocicepcao;

Determinacdo de um comportamento estereotipado no M. oblongus que seja
indicativo de nocicepcéao, utilizando estimulagcao térmica aversiva, conforme o
que foi descrito para outras espécies na literatura;

Determinagdo da “laténcia” nas temperaturas ambiente, 45 e 50°C, visando
estabelecer qual a melhor temperatura de trabalho em experimentos utilizando
estimulos aversivos térmicos (“EATS”) nesta espécie.

Estudos farmacodinamicos comparados entre as curvas “dose-resposta” obtidas
com a morfina, o naloxone, a 5-HT e a metissergida nesta espécie, observando-
se os efeitos provocados por estas substancias nas laténcias. Por sua vez, as
modificacdes ocorridas nas laténcias indicam a presenca de receptores para
estes farmacos. Assim sendo, estudou-se os sistemas opidide e serotoninérgico,
utilizando-se morfina e serotonina, bem como os seus respectivos bloqueadores,
o naloxone e a metisergida.

Otimizacdo de um modelo que seja aplicavel em trabalhos posteriores que

empreguem a metodologia presentemente desenvolvida.
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ANIMAIS: Procedéncia, Manutencao e Caracteristicas

O modelo biolégico utilizado neste estudo foi o caracol terrestre pulmonado
Megalobulimus oblongus (Muller, 1774) Este € um molusco da classe Gastropoda
sub-classe Pulmonata, ordem Stylomatophora, encontrado no sul do Brasil,
Argentina e Paraguai (SAWAYA & PETERSEN, 1962; DE JORGE et al.,1965). Estes
caracois sao terrestres, hermafroditas, reproduzem-se e desenvolvem-se
adequadamente em cativeiro. Habitam ambientes uUmidos, protegidos pela
vegetacdo e em condigdes de umidade relativa do ar muito baixa permanecem
enterrados no solo. S&o ativos durante a noite, e durante o dia somente em
situacdes de umidade relativa alta. A idade reprodutiva adulta parece iniciar-se aos
dois anos de idade (JAEGER, 1965).

Para estudar o comportamento aversivo térmico, a determinacdo da laténcia,
bem como os tratamentos farmacolégicos com morfina, naloxone, 5-HT e
metisergida, foram utilizados Megalobulimus oblongus adultos, caracterizados pela
borda da concha virada e de coloragao résea, obtidos em Ipanema (Porto Alegre) e
no municipio de Santa Cruz do Sul (RS). Os animais foram colocados em terrarios
deixados no local dos experimentos com temperatura controlada, no minimo 3
semanas antes dos testes. As variagdes ambientais normais de fotoperiodo foram
mantidas. Os animais foram alimentados com alface e agua ad libitum. Os animais
utilizados apresentavam uma faixa de peso de 45 a 92 g. Animais pesando menos

de 40 g ndo foram empregados nos experimentos.

Desde que a atividade dos gastropodos pode ser afetada pelo grau de
hidratacao, todos os espécimens foram mantidos hidratados antes da realizagao dos

testes. Para isto, trés horas antes de iniciar os experimentos, os animais eram
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colocados isoladamente em caixas plasticas com tampa, medindo 265 mm x 214
mm X 152 mm com um “assoalho hidrico” formado por uma pequena quantidade de
agua (100 ml) (Figs 2b e 4a). Esta medida visava reproduzir a atmosfera saturada
em umidade, propiciando niveis otimos de hidratacdo e adequagdo do
comportamento, com os espécimens fora de suas conchas e ativos, além de
minimizar o “estresse de novidade” (KAVALIERS, 1993; ROMERO et al., 1994).
Foram considerados aptos para o teste com estimulo aversivo térmico (“EAT”) em

placa metalica aquecida somente os animais que estavam fora das conchas.

Cada animal foi utilizado uma unica vez para evitar a “sensibilizacdo” por

estimulos térmicos repetidos.

2 ESTIMULO NOCICEPTIVO

2.1 ESTIMULO TERMICO AVERSIVO

Os investigadores devem avaliar os niveis de “nocicepgdo” fazendo um
registro cuidadoso de um desvio no comportamento normal do animal (CASEY &
DUBNER, 1989). A determinacdo de um padrao fixo de agao constitui-se em uma
excelente sistematica para explorar os mecanismos neurais envolvidos no disparo e
na modulagado de comportamentos complexos. A resposta motora ocorrida logo apés
a exposicao a um estimulo nociceptivo, € a manifestagdo comportamental mais
usada como padrao algimétrico em animais (MACKEY & CAREW, 1983). Existe um
consenso entre os pesquisadores em dor e analgesia, que um melhor entendimento

dos mecanismos neurais envolvidos nestes fendmenos, sao criticos para o
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desenvolvimento de novos farmacos e outros procedimentos terapéuticos. lIsto,
porém, nao deve servir de argumento para o uso indiscriminado de qualquer forma
de estimulo doloroso sob todas as circunstancias. Assim sendo, uma conduta mais
humanizada é que o experimentador deve selecionar um método que inflija um
estimulo doloroso menos intenso por um periodo o mais breve possivel. Por esta
razao, € que a maioria dos experimentos utiliza varios testes baseados no chamado
“reflexo de retirada” (FRANKLIN & ABBOTT, 1989).

Este teste foi preconizado por Woolfe e MacDonald (1944), utilizando
camundongos onde se variava a temperatura entre 45 e 70°C de uma placa de
zinco, e observaram-se as respostas. Entre 45° e 50°C, as respostas eram variaveis,
no entanto entre 55° e 60°C, todos os animais reagiram em um intervalo de 20 ou 30
s, primeiramente lambendo ou “soprando” suas patas dianteiras; poucos segundos
apos, passaram a “dancar’ sobre suas patas traseiras, sendo este considerado um
critério de “desconforto”. Para a aplicagao do estimulo térmico em Megalobulimus
oblongus, utilizou-se um aparelho composto por uma placa metalica com superficie
lisa e aquecida, e temperatura monitorizada com termémetro (Slide Warmer,
Chigago Surgical & Eletrical Co., Melrose Park lllinois; Fig. 2(A). Esta placa é
semelhante a proposta por Dyakanova et al.(1995), onde utilizaram uma placa
quente para trabalhos histolégicos com uma superficie metalica ajustada a 38°C.

2.2 DETERMINAGCAO DA LATENCIA

A laténcia é definida como o periodo que vai desde a colocagao do animal
sobre a placa aquecida, até a manifestacdo de um comportamento estereotipado

relacionado a nocicepcdo (ROMERO et al., 1994).
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Para a determinagao do comportamento estereotipado aversivo térmico e a
laténcia, foram utilizados 30 caracéis adultos divididos em 3 grupos (n=10) conforme

descrito abaixo:

Grupo A- animais colocados na placa a temperatura ambiente (controles com o

aparelho desligado);

Grupo B- animais colocados na placa com o equipamento ligado e regulado na
temperatura de 45°C;
Grupo C- animais colocados na placa com o equipamento ligado e regulado na
temperatura de 50°C.

O tempo do aparecimento das modificagcbes comportamentais indicativas da
"laténcia" foi monitorizado em segundos. Considerou-se o tempo de 200s como a
laténcia maxima permitida nos testes com o equipamento desligado. Também foram
avaliadas as manifestacbes motoras do pé e da radula assim como a secrecido de

muco.

1 TRATAMENTOS COM FARMACOS QUE ATUAM NO SISTEMAS OPIOIDE E

SEROTONINERGICO

Nos experimentos com morfina, 5-HT e seus respectivos bloqueadores,
naloxone e metisergida, considerou-se somente a abordagem farmacodinamica, isto
€, verificar os possiveis efeitos dos farmacos em M. oblongus, indicando a presenca
de sistemas opidide e serotoninérgico, bem como dos seus receptores no animal.

Nao foram realizados experimentos farmacocinéticos.
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A via de aplicagao de todos os farmacos foi intramuscular na regiao ventral do
empregando seringa para injecoes de insulina graduadas em 1ml ou 10 Ul.

Observou-se um periodo de 5 minutos antes de submeter os animais aos

estimulos aversivos térmicos (EATS).

3.1 SISTEMA OPIOIDE

3.1.1 SULFATO DE MORFINA

Para a aplicagao do sulfato de morfina (Dimorf, Cristalia), foram empregados

125 caracais, distribuidos em 5 grupos (n = 25):

Grupo A — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com sulfato de morfina a dose de 5 mg / kg.

Grupo B — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com sulfato de morfina a dose de 10 mg/ kg.

Grupo C — caracois colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com sulfato de morfina a dose de 20 mg / kg.

Grupo controle — caracois colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com solugao salina 1 ml.

Grupo sham — caracois colocados na placa quente a 50°C sem farmacos e sem

solugao salina.

3.1.2 CLORIDRATO DE NALOXONE

Foram utilizados um conjunto de 125 animais, divididos em 5 grupos (n=

25):



49

e Grupo A — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com cloridrato de naloxone a dose de 2,5 mg/ kg.

e Grupo B — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com cloridrato de naloxone a dose de 5,0 mg/ kg.

e Grupo C — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com cloridrato de naloxone a dose de 7,5 mg/ kg.

e Grupo controle — caracois colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com de solugao salina 1 ml.

e Grupo sham — caracois colocados na placa quente a 50°C sem farmacos e sem

solugao salina.

3.2 SISTEMA SEROTONINERGICO

3.2.1 HIDROCLORIDRATO DE 5-HIDROXI-TRIPTAMINA

Para este tratamento foram utilizados 125 caracdis, distribuidos em 5 grupos
(n= 25), injetados com serotonina (Sigma) nas concentragdes entre 107 e 10™
utilizadas por Jaeger (1964) para produzir efeitos cardiotdnicos em Strophocheilus
(Megalobulimus) oblongus. A solugao foi preparada dissolvendo-se 10 mg em 10 ml
de solugdo salina; posteriormente, foram feitas titulagbes progressivas até serem

obtidas as concentragdes desejadas.
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e Grupo A — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com serotonina a dose de 10™ mg/m.

e Grupo B — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com serotonina a dose de 10 mg/ml.

e Grupo C — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com serotonina a dose de 107° mg/ml.

e Grupo D — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com serotonina a dose de 10™" mg/ml.

e Grupo controle — caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados

previamente com 1 ml de solugéo salina.

3.2.2 MALEATO DE METISERGIDA

A influéncia de metisergida sobre a laténcia do comportamento aversivo apos
estimulo térmico foi testada primeiramente combinada com 5-HT para descartar a
provavel acdo da metisergida sobre um sistema n&o serotoninérgico. Apds a
obtencdo desses resultados se testou a agdo de metisergida sobre o sistema
serotoninérgico endogeno.

Para o tratamento com maleato de metisergida (Deserila — Novartis) foram
utilizado comprimidos a concentragdo de 1 mg. Estes foram macerados e
dissolvidos em 1 ml de solugdo salina, obtendo-se uma concentracdo de 1: 1. A
partir desta, foram feitas diluigbes progressivas, que serviram como critério na

divisdo dos grupos a serem testados. Foram utilizados 150 animais em 2 grupos (n=
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75) onde foram injetados metisergida e serotonina ou metisergida e solugao salina.
Pela sua vez cada grupo foi dividido em 3 sub-grupos (n=25) onde se manteve a
mesma concentracdo de 5-HT ou 1 ml de salina e foi variavel a concentragcao de

metisergida.

3.2.2.1 METISERGIDA + SEROTONINA

e Sub-grupo A.1- caracdis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com maleato de metisergida 10 mg/ml e 5-HT 10 mg/m.

e Sub-grupo A.2- caracéis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com maleato de metisergida 10° mg/ml e 5-HT 10 mg/m.

e Sub-grupo A.3- caracéis colocados na placa quente a 50°C foram injetados

previamente com maleato de metisergida 2 x 10* mg/ml e 5-HT 10 mg/ml.

3.2.2.2 METISERGIDA + SOLUGCAO SALINA

e Sub-grupo B.1- caracéis colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com maleato de metisergida 10 mg/ml e solugao salina 1 ml..

e Sub-grupo B.2- caracois colocados na placa quente a 50°C foram injetados
previamente com maleato de metisergida 10° mg/ml e 1 ml de solucéo salina.

e Sub-grupo B.3- caracéis colocados na placa quente a 50°C foram injetados

previamente com maleato de metisergida 2 x 10* mg/ml e 1 ml de soluc&o salina

2 ANALISE ESTATISTICA
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Para a analise estatistica dos dados utilizou-se uma Analise da Variancia
(ANOVA) como os valores estudados encontravam-se dentro de uma curva normal
de Gauss, realizou-se posteriormente a ANOVA o teste paramétrico de Tukey, sendo
que considerava-se significativo um p menor que 0,05. Toda a analise estatistica foi
realizada no software SPSS 7.0. Os dados apresentados no texto representam a

meédia e o erro padrao.



Figura 2 — Fotografias do equipamento utilzado nos experimentos com EAT
(A) e os animais colocados individualmente nas caixas plasticas com
“assoalho hidrico” (B).
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1 COMPORTAMENTO AVERSIVO TERMICO

1.1 ANIMAIS COLOCADOS NA PLACA A TEMPERATURA AMBIENTE

Neste grupo de caracdis somente foi observado um comportamento
exploratério, sem quaisquer modificagdes significativas nos padrées locomotores e
de liberacdo de muco pela glandula supra-pediosa, idéntico aos padrbées de
comportamento observado nos terrarios e nas caixas plasticas antes dos testes. No
comportamento exploratério, ndo se verificou aumento na secrecdo de muco,
agitacdo motora e alteragdes nos movimentos da radula como extensao seguida
imediatamente por retirada. O corpo do animal, e por conseguinte, seu campo
receptivo, permaneceu em contato com a placa a temperatura ambiente durante

todo o teste. (Figs. 3A e 3B).

1.2 ANIMAIS COLOCADOS NA PLACA QUENTE A 45°C E 50°C

Tanto a estimulacdo térmica a 45°C quanto a 50°C foram capazes de
provocar modificagcdes no comportamento motor, caracterizado pelo estado de
agitacdo do animal, manobras de afastamento dos segmentos corporais ventrais em
contato com a superficie aquecida e alteracbes nos movimentos da radula. Neste
segmento anatdbmico, verificou-se protusdo e retragdo, semelhantes a “lambidas”
seguidas imediatamente por retirada ao encostar na placa, enquanto no corpo
ocorreu dorsiflexdo em torno de 1 cm dos segmentos anteriores do pé, bem com a

elevacdo menos pronunciada do segmento caudal e das bordas laterais. Estas
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manifestacbes comportamentais foram bem mais exuberantes na temperatura de
50°C (Fig. 4A, 4B e 4C).

Nos caracdis estimulados a 50°C, o muco mostrou-se mais espesso, de
coloracdo amarelo-esverdeada, ressequido e em quantidade menor quando
comparados com os animais expostos a 45°C; nestes, a produgdo de muco foi mais
abundante, com aspecto fluido e claro, e presenca de estrias amareladas. Em todos
os testes realizados nesta temperatura ndo se observou o padrao de muco espesso,
ressequido e amarelo-esverdeado conforme observado a 50° C. Além disso, em
ambos a localizacido das maiores quantidades de muco foi na sola do pé, quando
comparado aos outros segmentos corporais.

Ambos os grupos apresentaram diferengas significativas nas laténcias em
relacdo aos animais controle, sendo que em todos animais controle analisados
observou-se a laténcia maxima permitida de 200 segundos. Contudo, os animais
submetidos a estimulacdo térmica na temperatura de 50°C (X=72,0 + 4,3 s),
demonstraram uma laténcia significativamente menor quando comparado com os

animais estimulados a 45°C (X=101,07 + 9,29 s) (Fig. 5).

2 EXPERIMENTOS COM FARMACOS

2.1 ANIMAIS TRATADOS COM SULFATO DE MORFINA
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A administracdo de morfina nas doses estabelecidas foi capaz de aumentar
significativamente as laténcias em relagdo aos grupos controle e solugdo salina
(«=0,05). Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os animais dos
grupos tratados: 5mg (X=110,3 + 5,1s) ; 10mg (X=124,5 + 9.5s) 20mg (X=113,3 +
6,1s), tampouco quando comparados os grupos controle (X=80,2 + 2,9s) e sham
(X=74,4+ 4,5 s) (Fig. 6).

Apesar das laténcias terem sido alteradas pela morfina, as respostas motoras
consecutivas a estimulacao tactil e punctéria ndao se modificaram; o animal retraia
imediatamente os segmentos corporais estimulados pela agulha da seringa.

Ao contrario, nos caracdéis que receberam morfina, o muco foi espesso,
ressequido e de coloragdo amarelo-esverdeada ou esverdeada (Fig. 7A), visivel
predominantemente na superficie ventral (Fig. 7B).

Sob efeito da morfina, os tentaculos apresentarem-se murchos e parcialmente
retraidos; este fenbmeno nao foi observado nos grupos sham (solugdo salina) e
controle. Com as maiores doses de morfina (10 e 20 mg/Kg), um certo prejuizo no
comportamento motor foi observado, sendo caracteristicamente mais lento do que
nos animais controle; nestes ultimos, os tentaculos permaneceram turgidos e eretos
em todas as fases dos testes. Os movimentos pela radula (“reflexos de retirada”)
foram idénticos aqueles observados nos testes com EAT preliminares aos estudos

farmacoldgicos, porém mais lentos (item 3.1.2).

2.2 ANIMAIS TRATADOS COM CLORIDRATO DE NALOXONE

Nos animais que receberam tratamentos com naloxone 2,5mg (X=48,5 +

4,9s); 5mg (X=56,6 + 3,2s) e 7,5mg (X=56,0 + 5,3s) verificou-se uma diminuigédo
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significativa («=0,001) da laténcia com todas as doses preconizadas quando
comparados aos animais do controle (X=80,2 + 2,7s), e ao grupo solugdo salina
(X=72,7 + 3,5s). Nao houve diferencas significativas nas laténcias entre os grupos
tratados (Figura 8). Uma quantidade aumentada de muco, com aspecto de clara de
ovo também foi observada quando os animais foram submetidos ao EAT; o padrao
de liberacdo do muco nao se limitou a sola do pé quando em contato com a placa
guente, ocorrendo ja nas caixas plasticas apds a aplicagao das injegdes e antes dos
testes, revestindo, praticamente, todo o corpo do animal. Nos grupos tratados com
morfina, solugdo salina e controle, ndo se verificou este tipo de fenédmeno. A
exemplo do que ocorreu com a morfina, doses elevadas de naloxone (5,0 e 7,5
mg/kg) também interferiram no desempenho do comportamento motor. Em alguns
casos, houve uma diminuicdo tdo acentuada que provocou o recolhimento do
caracol para dentro da concha; estes animais ndo puderam ser considerados para
os experimentos. Como nos animais tratados com morfina, os tentaculos
mostraram-se mais retraidos e murchos do que nos grupos controle e solugao
salina, e também nao se verificaram outras modificagcbes nos movimentos da radula,
além dos de retirada imediata quando em contato com a superficie aquecida (item

2.1).

2.3 ANIMAIS TRATADOS COM SEROTONINA

Nos experimentos com 5-HT demonstrou-se que esta substancia, em todas as
doses estabelecidas, foi capaz de diminuir significativamente as laténcias em
relacdo aos grupos controle e solugdo salina, sendo que este efeito é mais

pronunciado nas doses 10 mg/ml (X=54,7 + 3,0s); 10 mg/ml (X=52,9 + 2,6s) e 10°
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* mg/ml (X=48,8 + 5,1s) (a=0,001) do que o obtido na dose de 10”7 mg/ml (X=64,2 +
5,0s) (2=0,05) (Figura 9). Com 5-HT na dose de 10 mg/ml, isoladamente ou em
combinagdo com a metisergida nas doses 10 e 10° mg/ml, observou-se um padrao
motor atipico, caracterizado por hiperextensao do corpo e agitagado motora iniciados
logo apds a injegao da substancia ou na caixa plastica, aonde o animal foi mantido
por cerca de 5 minutos antes da aplicagao do teste aversivo. Outras peculiaridades
relacionam-se com fasciculagdes (“ondas de movimentos”) musculares com padrao
monotaxico anterégrado que, entretanto, ndo se traduziram em locomogao,
aumento moderado na producdo do muco, sendo este de aspecto fluido e claro.
Elevacao do corpo do animal — ainda dentro da caixa, iniciando alguns segundos
apos a injecdo — hiperextensdo e protusdo tdnicas da radula e da cartilagem
odontofora, tornando a boca bem saliente lembrando a posi¢cdo dos labios humanos
ao executar um beijo. Um comportamento semelhante é descrito na literatura como
“biting” em experimentos com gastrépodos para estudar as vias neurais implicadas
no comportamento alimentar (KUPFERMANN et al., 1991), (Figs. 10A, 10B e 10C).
As maiores quantidades de muco foram mais evidentes com a 5-HT
empregada isoladamente do que quando associada a metisergida, ou entdo quando
comparados com 0s animais receberam metisergida e solugao salina. A quantidade
de muco liberado também variou conforme as doses de 5-HT. Os caracois tratados
com 5-HT manifestaram laténcias diminuidas com todas as doses empregadas
quando comparados com os controles. As variagdes mais evidentes foram com as

doses situadas entre 10° e 10 mg/ml (Figs. 9, 11 e 12).

2.4 ANIMAIS TRATADOS COM MALEATO DE METISERGIDA
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2.4.1 METISERGIDA + SEROTONINA

Nos grupos tratados com 5-HT e metisergida, verificou-se que esta ultima,
quando empregada nas doses 10 mg/ml (X=93,8 + 7,2s) e 2x10™* mg/ml (X=102,5
+ 12,0s), foi capaz de anular os efeitos nociceptivos da serotonina a partir da
concentragdo 10 mg/ml (X=48,0 + 5,1s) (a=0,001) (Fig. 11).

A combinacdo de 10 mg/ml de 5-HT com metisergida nas doses 10° mg/ml
(X=48,2 + 3,6s), e 10 g/ml (X=67,1 + 5,5s), embora ndo apresente uma diferenca
signicativa quando comparada aos animais do controle 5HT 10 mg/ml no quesito
laténcia, estas concentracbes também proporcionaram a observacdo da
hiperextensdo do corpo e agitagdo motora iniciadas logo apds a aplicagdo dos
farmacos nestes animais, previamente a execugdo dos testes aversivos (Fig. 10A,

10B e 10C).

2.4.2 METISERGIDA + SOLUGAO SALINA

Quando observamos o quesito laténcia, todos os animais que foram
submetidos ao tratamento com metisergida 10° mg/ml (X=63,0 + 5,3s); 10”°> mg/ml
(X=41,5 + 2,6s); 10 mg/ml (X=41,5 + 2,6s); 2 X 10* mg/ml (X=41,0 + 3,0s)
apresentaram laténcias significativamente menores quando comparados aos animais
do controle (X=80,1 + 2,7s) e sham (X=72,7 + 3,5s) (Fig. 12).

O mesmo tipo manifestacdo (“BITING”) comportamental também foi
observado com solucdo salina e metisergida 10* e 2x10* mg/ml, de modo dose-
dependente. Também foi notada a presenga de muco, variando de pouca a

moderada quantidade, com aspecto claro e fluido, cuja distribuicdo foi mais visivel
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nos parapédios e segmentos ventrais; algumas vezes observaram-se poucas estrias
amareladas nos segmentos ventrais (“campo receptivo”) do animal.

A exemplo do naloxone, também se verificou prejuizo motor dose-dependente
nos caracdis tratados com metisergida 10* e 2x10™ mg/ml. Paradoxalmente, alguns

animais hiper-estenderam seus corpos, enquanto outros o encolheram.
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Figuras 3A e 3B — Detalhes do componente exploratério quando o animal ainda
estava na caixa plastica com o assoalho hidrico (A) e quando foi colocado sobre a
placa desligada a temperatura ambiente (B). Em ambos, ndo foi observado o
afastamento do campo receptivo do animal ou reflexos de retirada da radula.
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Figuras 4A, 4B e 4C — Sequéncias de movimentos estereotipados, caracterizados
pela elevacgao: dorsiflexao (A); reflexos de retirada da radula (B) e lateralizagéo
dos segmentos corporais anteriores (C). Observa-se que ha um afastamento dos
segmentos ventrais (“campo receptivo”) em relagado a placa aquecida.
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Figura 5 - As laténcias obtidas com os animais expostos ao EAT apresentaram
diferencas estatisticamente relevantes em relacdo aos controles, sendo mais
significativas com 50°C; *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 6 — Grafico mostrando os efeitos da morfina nas doses 5, 10 e 20 mg, que
foram significativos em relagao aos grupos controle e sham.




Figs. 7A e 7B. Detalhe das caracteristicas do muco liberado pelo animal tratado
com morfina e submetido a estimulo aversivo térmico com placa aquecida a 50°C .
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Figura 8 - O naloxone foi capaz de diminuir as laténcias nos animais expostos ao
EAT em todas as doses empregadas, quando comparado com 0s grupos controle e
sham. Nao foram observadas diferencas entre os grupos tratados; ***p<0,001.
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Figura 9 — Grafico mostrando a diminuicdo das laténcias (efeito nociceptivo)
provocadas pela 5-HT de modo dose-dependente; *p<0,05; ***p<0,001.



69

Figura 10A, 10B e 10C — Logo ap0ds a injecao de 5-HT, o animal hiperestendeu o
corpo, contraindo e definindo os limites entre dois compartimentos musculares
distintos, a musculatura pediosa e a dorso-medial, quando ainda estava na caixa
plastica (A) ou fora dela sobre uma superficie ndo aquecida (B). Além disso,
foram observados moimentos mioclénicos do tipo monotaxico direto que nao
produziram o deslocamento do animal , bem como a hiperextensdo da radula e
estrutura bucais ou “biting” (C).
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Figura 11 — As modificagdes nas laténcias causadas pela combinagdo 5-HT +
metisergida foram observadas a partir da dose 10° mg/ml, aumentando de modo
dose-dependente. Os dois farmacos aplicados juntamente produziram aumento na
laténcia (efeito anti-nociceptivo); ***p<0,001.



71

MET + SAL

90 ~
80 ~
70 ~
60 -
50 ~ T
40 ~ +
30 ~
20 ~
10

0 T T T T
Controle sham MET +SAL -6 MET +SAL -5 MET +SAL -4 MET +SAL
2x10-4

HH

HH

[
*
*
*

Laténcia (s)
H
HH

Grupos

Figura 12 — Combinada com solugéo salina, a metisergida provocou diminuigao da
laténcia (efeito nociceptivo) dose-dependente, ao contrario do que foi observado
quando associada a 5-HT; *p<0,05; ***<0,001.
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1 ESTIMULO AVERSIVO TERMICO E DETERMINAGCAO DA LATENCIA

Os resultados obtidos com a utilizagado de estimulo térmico aversivo para a
determinacdo de um comportamento estereotipado indicativo de nocicepcao
correspondem aqueles encontrados na literatura para outras espécies de
gastrépodos (KAVALIERS & HIRST, 1985; KAVALIERS & OSSENKOPP, 1993;
ROMERQO et al., 1994). Em Cepaea nemoralis, Kavaliers e cols. (1985), observaram
uma elevacdo estereotipada da porgao anterior do pé em extensao quando os
caracdis plenamente hidratados foram colocados sobre a placa aquecida a 40°C,
qgue nao foi visto com a placa a temperatura ambiente. Ja Dyakonova e cols. (1995),
descreveram uma sequéncia comportamental bifasica, incluindo a retragdo do
animal para dentro das conchas, seguida pela protagdo e comportamento de busca.
As manobras motoras realizadas pelo Megalobulimus oblongus quando expostos ao
teste aversivo térmico, tais como agitacdo e dorsiflexdo da cabeca e demais
segmentos corporais anteriores, foram caracteristicamente observadas somente
durante a estimulagao aversiva, encontrando-se ausentes nos periodos pré e pos-
teste, ou nos animais com a placa a temperatura ambiente. As manobras aversivas
caracterizaram-se basicamente por movimentos nos quais o animal afasta o
segmento ventral (‘campo receptivo”) da superficie aquecida. Além disso, os
movimentos da radula quando em contato com a superficie aquecida podem ser
perfeitamente descritas como “reflexos de retirada” que, somando-se “a liberacao
atipica de muco, fornecem mais subsidios comportamentais para a identificacdo de

um quadro aversivo.
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Em vertebrados, a sensibilidade dos nociceptores polimodais a estimulos
aversivos térmicos tem sido examinada (LEVINE et al., 1980; JENSEN & YAKSH,
1984; MARTIN, 1984). Essas fibras possuem limiares que variam de 38° a 49° C,
mas sempre exibindo sensibilidade maxima nas temperaturas situadas entre 45° e
51° C, aonde voluntarios humanos referiram aumento na percepcdo dolorosa
(LAMOTTE & CAMPBELL, 1978). Em Limux maximus (KAVALIERS & HIRST,
1985), as manobras aversivas ocorreram com a temperatura de 40+0,5°C cerca de
10 segundos apds a estimulagdo; em Cepaea nemoralis (KAVALIERS, 1987;
KAVALIERS & OSSENKOPP, 1993; KAVALIERS et al.,1998), as temperaturas
capazes de provocar estas manobras variaram de 38 a 40°C, acontecendo cerca de
10 a 15 segundos apos o EAT. Ja no Megalobulimus sanctipauli (ROMERO et al.
1994), tais comportamentos foram evocados cerca de 6,8 a 8,3 segundos a
temperatura de 52+1°C. As manifestagdes comportamentais aversivas observadas
no Megalobulimus oblongus ocorreram em um intervalo compreendido entre 55,1 a
144 segundos & temperatura de 45°C, e entre 51,1 e 91,9 segundos a 50°C nos
animais nao-tratados farmacologicamente.

Consideramos que as diferencas observadas entre os dados de literatura
citados e os que foram observados em M. oblongus podem estar relacionadas com
as temperaturas empregadas nestes experimentos. As latencias registradas no M.
oblongus a 45° e 50°C sdo indicativos de uma influéncia “dose-dependente”,
variando conforme a quantidade de calor aplicada.

Outra hipotese diz respeito a fatores de ordem espécie-especifica. Segundo
Kavaliers (1991), estudos realizados no Cepaea nemoralis com o objetivo de
examinar a relacédo entre o polimorfismo exibido pelas conchas e o envolvimento do

sistema opidide nos comportamentos de termorregulacdo e de preferencia térmica,
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sugerem que a influéncia de fatores genéticos e ambientais pode ocorrer em
populacdes naturais deste animal. Se existe correlacdo entre o polimorfismo das
conchas em M. oblongus e os comportamentos anteriormente citados € uma questao
a ser esclarecida através de experimentos subsequentes.

A “sensibilizagao” consecutiva a exposicdo do mesmo animal a estimulos
aversivos térmicos repetidos, traduzida pela diminuicdo da laténcia, € um aspecto
caracteristico dos nociceptores que tem sido estudado em diferentes espécies
incluindo invertebrados (LAMOTTE & CAMPBELL, 1978; NIKITIN & KOZYREYV,
1996; 1999; SHEVELKIN, 1998). Essa € uma hipotese que pode ser testada no M.
oblongus através de algumas adaptagdes na metodologia empregada no presente
estudo. Por se tratar de uma forma de LTP (MAXIMOVA & BALABAN, 1984;
EMPTAGE et al. 1996; NIKITIN & KOZYREV,1999), experimentos que utilizem
manobras aversivas como a “sensibilizacdo” dos nociceptores resultante de EATs
repetidos, podem fornecer mais informacdées a respeito dos mecanismos
moleculares envolvidos em fendbmenos como, por exemplo, dor crénica, habituacao
e desabituacdo, memoria e aprendizado, sendo igualmente aplicaveis no modelo
proposto.

As variacdes na espessura e coloracdo do muco sao aspectos que devem
ser salientados, levando-se em consideragcdo as reagdes fisiopatoldgicas de
resposta ao dano tecidual provocado pela aplicacdo de calor. O muco liberado pelo
animal, principalmente a 50°C macroscopicamente descrito como “espesso’,
“amarelado” ou “esverdeado”, merece uma analise cuidadosa dos seus constituintes
bioquimicos e celulares, visando esclarecer até que ponto existe homologia neste
tipo de resposta entre o M. oblongus e outras espécies, incluindo seres humanos. Os

resultados obtidos em estudos no Mytilus edulis e no Leucophaea maderae
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(STEFANO et al, 1988), no Lumbricus terrestris (RENZZELLI-CAIN &
KALOUSTIAN, 1995), no Aplysia californica (CLATWORTHY, 1996) e no
Planorbarius corneus (SONETTI et al.,1997), indicam que os sistemas nervoso (SN)
e imune (Sl) de invertebrados compartilham com mamiferos muitos dos mecanismos
celulares basicos de respostas defensivas envolvendo estes sistemas. Nestes
modelos experimentais, também se evidenciou a participacdo de neuropeptideos
opidides regulatérios na fungcdo de células imunocompetentes. Se essa
possibilidade puder ser confirmada através de outros estudos com EAT no
Megalobulimus oblongus ou em modelos in vitro utilizando material originario do seu
SN, pode-se estabelecer um modelo experimental de “dor inflamatéria” e de

comunicao neuro-imune.

2 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

2.1 SISTEMA OPIOIDE

No estudo proposto confirma tanto a capacidade da morfina em produzir um
aumento na laténcia da manifestagcdo comportamental aversiva em M. oblongus,
quanto do naloxone em diminui-la, conforme foi descrito para outras espécies,
incluindo vertebrados e invertebrados (O'CALLAGHANN & HOLTZMAN, 1975;
WARIZI, 1976; LEVINE et al., 1980; MARTIN, 1984; KAVALIERS & OSSENKOPP,
1993; KAVALIERS & HIRST, 1985; KAVALIERS, 1983; 1987; 1988; 1989; 1992;
GUTIERREZ, 1991; ROMERO et al, 1994). Os efeitos obtidos pela morfina e
naloxone em M. oblongus, demonstra farmacologicamente a presenga de receptores

para um sistema opidide enddgeno, como foi visualizado no estudo imuno-
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histoquimico para detectar encefalinas no SN deste animal (ZANCAN, 1996;
MORIGUCHI, 2001). Por sua vez, a presenga deste sistema, sugere a sua
participacdo em comportamentos termorregulatorios, preferéncia térmica e de
respostas a temperaturas ambientais aversivas, como foi achado em Cepaea
nemoralis (KAVALIERS et al., 1983, 1985). Além disso, o0s experimentos
desenvolvidos em Arion ater (DALTON & WIDDOWSON, 1989) e em Cepaea
nemoralis (KAVALIERS& HIRST, 1986; KAVALIERS, 1987), sugerem uma forma de
analgesia induzida por estresse, envolvendo peptideos opidides, que é reversivel
pela acdo da naloxona. Esse tipo de efeito antinociceptivo em Megalobulimus
oblongus deve ser analisado em estudos posteriores.

Apesar dos resultados obtidos com a aplicagdo da morfina, algumas questdes
aguardam respostas, dentre as quais inclui-se o significado de “analgesia”. Ainda
nao esta plenamente esclarecido, se as mudancas funcionais produzidas em
modelos experimentais sdo homdlogas aquelas observadas no tratamento da dor em
seres humanos. A maioria dos testes medem o limiar de dor através de um estimulo
nocivo; todavia, mudancas comportamentais nado significam necessariamente
analgesia. Outro ponto a ser considerado, é se o teste mede o limiar nociceptivo —
quando o estimulo é percebido, ou se mede ou “tolerdncia” , quando o estimulo
torna-se insuportavel (FRANKLIN & ABOTT, 1989).

Em Megalobulimus oblongus, os experimentos utilizando o comportamento
aversivo (“reflexo de retirada”) e a aplicagao sistémica de morfina ndo indicam se as
manobras motoras ou os efeitos “analgésicos” desta subtancia devem-se a atuagao
do SNC, do SNP ou de ambos. Em Aplysia, os reflexos de retirada frente a estimulos
aversivos compreende tanto elementos do SNC quanto do SNP (KUPFERMANN et

al., 1974; WRIGHT et al., 1991, BUONOMANO et al., 1992), o que também foi
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sugerido por Dyakonova e cols. (1995) utilizando o Cepaea nemoralis em outros
estudos. Até que ponto este tipo de manifestagdo comportamental depende de
elementos periféricos ou centrais em M. oblongus é também é outra indagacgao cuja
resposta depende de estudos posteriores.

Outro fato que deve ser ressaltado € que quando se avalia a eficacia
analgésica de uma substdncia através de comportamento motor, torna-se
importante diferenciar algo semelhante a uma paralisia muscular de uma resposta
analgésica ou anti-nociceptiva propriamente dita (MARTIN, 1984; STEVENS,
1992). Conforme Kavaliers (1991), uma variabilidade aumentada nas respostas
obtidas com doses elevadas de morfina (10mg/ml) em Cepaea nemoralis pode ser,
em parte, atribuida a interferéncia no comportamento motor, tornando o animal mais
lento (KAVALIERS, 1983). Em Megalobulimus sanctipauli (ROMERO et al., 1994)
uma atividade diminuida e a retragcdo do animal para dentro da concha observada
com doses elevadas de morfina também foi relacionada com prejuizo motor.

Existe razdes para acreditar-se que alguns opidides sdo, ao mesmo tempo,
antagonistas competitivos, agonistas parciais, ou fortemente agonistas, exercendo
cada uma destas propriedades farmacoldgicas em receptores opioddes diferentes. O
termo “dualismo farmacoldgico” indica que a ativagdo de diversas vias neuronais
através de mecanismos receptores diferentes resultam na mesma agao
farmacoldgica. Diversos tipos de interacdo dose-resposta podem resultar dessa
complexa relagdo quando doses graduadas de agonistas-antagonistas mistos, por
exemplo, nalorfina, sdo administrados na presenga de um agonista forte, por
exemplo, morfina (MARTIN, 1984; MARTINDALE, 1998; DUGGAN & NORTH, 1984;
GUTSTEIN & AKIL, 2001). Este fato pode explicar porque quando aplicado em

doses altas, o naloxone apresenta diminuicdo nas latencias de modo semelhante ao
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apresentado pela morfina, restando ser esclarecido se tais modificacbes devam-se a
efeitos anti-nociceptivos ou a prejuizo do comportamento motor.

A atividade analgésica da morfina e de narcéticos antagonistas foi testada em
ratos por O’Callaghan e Holtzman (1975) empregando EAT “modificado”, conforme a
designagcao dada pelos autores. Eles utilizaram, respectivamente, as temperaturas
49,5° e 54,5°C, e concluiram que:

a. os efeitos anti-nociceptivos da morfina a 49,5° C foram significativamente

maiores que a 54,5°C;

b. efeitos dose-relacionados em todos os narcéticos antagonistas testados a
49,5°C, e somente com doses altas de pentazocina a 54,5° C;

c. 0 naloxone na dose de 3mg/kg antagonizou os efeitos anti-nociceptivos
da morfina e de todos os narcéticos antagonistas, mas sem apresentar
atividade com o teste H — P & 49,5° C em doses tdo altas como 30mg/kg

d. uma temperatura menor com o teste aversivo térmico € recomendada
para avaliagao da atividade anti-nociceptiva de narcéticos antagonistas em
ratos.

Estudos visando a reproducao destes resultados podem ser adaptados ao M.
oblongus, empregando-se diferentes analgésicos opidides classificados conforme os
seus diferentes graus de seletividade sobre os receptores u , x € .

A acéo do naloxone em doses que antagonizam a agao inibitéria dos opidides
agonistas em mamiferos foi testada em determinadas células nervosas do Helix
aspersa . O naloxone foi capaz de modificar o potencial de membrana de algumas
células sem exposicdo prévia a opidides agonistas. Algumas células foram
despolarizadas, enquanto outras foram hiperpolarizadas. A Met-Enk também foi

efetiva para provocar mudangas nos potenciais de membrana de algumas células, e
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falhou em outras, algumas das quais respondiam ao naloxone, sendo capazes de
antagonizar parcialmente os efeitos do naloxone (GUTIERREZ, 1991, 1992).

Em vertebrados, o significado funcional dos peptideos opidides aparenta ser
muito mais amplo do que foi originalmente vislumbrado, e a expectativa de que a
fisiologia dos opidides fosse semelhante a farmacologia destas substancias parece
inapropriada. As inumeras evidéncias citadas indicam que os peptideos opidides
possuem, dentre outras fungdes, um importante papel no controle da transmissao
nociceptiva. Contudo, os resultados de experimentos com motoneurdnios sugerem
uma funcdo nao relacionada a percepcdo nociceptiva, mas possivelmente, ao
comportamento apds a lesdao (DUGGAN & NORTH, 1984). Por essa razao, o papel
desempenhado pelos peptideos enddégenos em modelos invertebrados parece

assemelhar-se em termos de complexidade com a sua contraparte em mamiferos.

2.2 SISTEMA SEROTONINERGICO

Os estudos farmacoldgicos e de biologia molecular aplicada a clonagem de
receptores tém demonstrado a participagcdo de diversos receptores e subtipos de
receptores nas agdes provocadas pela 5-HT (THADDEU 1998, SANDESRS-BUSH &
MAYER, 2001)

Os efeitos observados nos animais tratados com 5-HT podem ser explicados,
em parte, utilizando-se uma abordagem neuroanatbmica e neuroquimica
comparadas. Em experimentos morfoldgicos realizados em outros gastropodes ficou
estabelecido que existem circuitos neuronais serotoninérgicos responsaveis por

comportamentos homeostaticos basicos, incluindo respostas a estimulos aversivos,
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que sao estruturalmente semelhantes entre as espécies estudadas (PERETZ &
ESTES, 1974; KUPFERMAN et al., 1991; McKENZIE et al., 1998)

A presenga de receptores 5-HT em Megalobulimus oblongus foi por nos
confirmada farmacologicamente. Estes resultados foram confirmados neste caracol
pela deteccao de 5-HT em um estudo histofluorescente prévio, assim como pela
injecao da neurotoxina agonista 5,7-di-hidréxi-triptamina (5,7-DHT) (ZANCAN et al.,
1997). A 5-HT injetada provocou alteragdes motoras e comportamentais idénticas
as observadas com o 5,7-DHT (ZANCAN et al., 1997). Além disso, a 5-HT causou
modificacdes nas laténcias, como demonstram os resultados obtidos com os testes
empregando EAT.

A acéo de agonistas e antagonistas de receptores 5-HT foi estudada em Helix
aspersa (BOYD et al., 1985), utilizando preparagdes de musculo cardiaco. Os
resultados dessas investigagdes indicam que os receptores cardiacos de Helix
podem ser ativados por uma série de compostos que também interagem com
receptores 5-HT no SN de vertebrados, possibilitando uma classificagao prépria para
inverterbrados, o que também tem sido sugerido por outros autores (WALCOURT-
AMBAKEDEREMO & WINLOW, 1994; TIERNEY, 2001).

Quanto aos mecanismos de co-transmissdo, Dyakonova e cols. (1995)
realizaram experimentos em Cepaea nemoralis, com EAT, 5-HT, metisergida, Met-
ENK e Leu-ENK, e observaram uma resposta motora bifasica, que incluia a retracao
do corpo animal para dentro da concha (primeira fase) seguida por protacdo e um
comportamento de busca (segunda fase). Com a aplicagdo de metisergida, estes
autores observaram efeitos opostos aos da 5-HT e das encefalinas na duragao do

estado de retragdo; o efeito da metisergida neste animal indica que as respostas
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comportamentais induzidas por encefalinas, sdo, de alguma forma, dependentes da

5-HT enddégena.

As diferencas encontradas nas laténcias entre os grupos 5-HT + metisergida
(5-HT+met) e metisergida + solugao salina (met+sal) podem ser explicadas através
da ligagao destas substancias em receptores (ou subtipos de recetores) diferentes,
da sua atuacdo distinta em receptores localizados sé no SNP ou s6 no SNC, ou
ainda, através de um mecanismo de co-transmissido envolvendo peptideos opidides
e 5-HT.

A metisergida aplicada isoladamente foi capaz de diminuir as laténcias de
modo dose-dependente, produzindo um efeito nociceptivo, ao contrario do que foi
observado quando associada a 5-HT, cujos efeitos nociceptivos foram anulados
pela metisergida, sendo a resposta a metisergida dose-dependente. Esse tipo de
resposta pode estar relacionada com o bloqueio da agdo da 5-HT enddgena sobre
um tipo especifico de receptor. Em Lymnea stagnalis, existem evidéncias de
receptores 5-HT, homdlogos aos de mamiferos (WALCOURT-AMBAKEDEREMO &
WINLOW, 1994; TIERNEY, 2001). Em ratos submetidos ao teste de formalina, a
acao de agonistas dos receptores 5-HT, e 5-HT3, produziu um efeito antinociceptivo
que foi antagonizado pelo pré-tratamento via intratecal com os antagonistas
correspondentes (SASAKI et al., 2001). Outro estudo visando avaliar o efeito
antinociceptivo da 5-HT via intratecal utilizando modelos de dor crénica em ratos,
sugerem que este NT pode nao estar fortemente envolvido neste tipo de modulagao,
e que a limitada eficacia antinociceptiva da 5-HT nesses modelos deve-se a

mecanismos mais complexos ainda por serem esclarecidos (BARDIN et al., 2000).
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Ao que tudo indica em M. oblongus, a metisergida isolada foi capaz de ligar-
se antagbnica e especificamente a um determinado tipo de receptor, facilitando a
acao da 5-HT endbégena sobre os demais tipos de receptores. Além disso, a
aplicacdo exogena de 5-HT combinada a metisergida parece subsidiar esta
possibilidade.

Virtualmente, todos os comportamentos requerem uma postura particular para
serem executados, e por esta razdo, um sistema postural neural pode ter um papel
primario na atividade em muitas espécies, mesmo quando respostas posturais
particulares variem muito entre diferentes espécies (KUPFERMANN et al., 1991;
McKENZIE et al., 1998).

Em Helisoma, o comportamento alimentar envolve uma variedade de
movimentos ritmicos de ingestdo com trés componentes basicos: uma estrutura
faringeal chamada massa bucal, que consiste de 28 pares de musculos; uma
cartilagem odonto6fora que situa-se na cavidade oral pelos musculos da massa bucal
(MURPHY, 1990). Também tem sido demonstrado que respostas comportamentais
podem ser evocadas por células individualmente ou por um pequeno grupo de
células. Em Aplysia, um unico par de neurdnios cerebrais, identificados como C-PR,
influenciam a atividade de numerosas células situadas nos ganglios pedal, cerebral
e abdominal. O par C-PR geralmente produz excitagdo pura nos neurdnios do
ganglio cerebral envolvidos em comportamentos consumatorios. Estes neurbnios
incluem provaveis elementos de comando para “biting” (CBI-2), e células
metacerebrais (MCCs). As MCCs sao serotoninérgicas que modulam os musculos e
neurénios que efetuam este fendbmeno (KUPFERMANN et al., 1991). A locomogao
no Aplysia € mediada por um programa central que € disparado pela 5-HT (MACKEY

& CAREW, 1983). Outros comportamentos motores, incliundo os reflexos de retirada
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quando o animal é submetido a estimulos nociceptivos também sdo modulados por
neurénios serotoninérgicos (WRIGHT & CAREW, 1995; GUNSTREAM et al., 1995;
EMPTAGE et al., 1996; SHEVELKIN et al., 1998). Aumentos da concentragao de 5-
HT de 107 a 10 mg/ml, produziu um aumento monotéxico direito no nimero de
passos elicitados por um periodo cerca de 5 min apés a injegao.

Portanto, as “ondas de movimentos” monotaxicas diretas e o “biting”
presentes em M. oblongus ap6s o tratamento com 5-HT, baseiam-se em um
substrato anatdbmico-neuroquimico (ganglios pedais, inervacdo da massa bucal)
semelhante ao encontrado em outros gastrépodes (KUPFERMAN et al., 1991,
ELEKES, 1991; McKENZIE et al., 1998), sugerindo que pelo menos alguns
elementos responsaveis pela locomocao do animal e comportamento alimentar sao
serotonino-dependentes. Por outro lado, a diminuicdo da laténcia provocada pela 5-
HT, ao invés de um efeito nociceptivo, pode estar relacionada com um padrdo motor
aumentado.

Os resultados obtidos com a aplicacdo de 5-HT durante a exposicao do M.
oblongus ao EAT demonstrou que a substéncia foi capaz de diminuir
significativamente as laténcias conforme a dose aplicada. Existem razbes para se
acreditar que o aumento da nocicepg¢ao manifestada por este animal quando tratado
com 5-HT, cujo SN é mais bem simples que o de vertebrados, sdo semelhantes
aquelas produzidas perifericamente pela 5-HT no SNP em animais complexos. A
sensibilizagdo dos nociceptores em mamiferos foi observada no SN de Aplysia e
Hemissenda em experimentos conduzidos por Shevelkin e cols. (1998).

Os efeitos observados com a aplicagdo de metisergida podem ser explicados
pelo fato desta substancia ser um antagonista nao-seletivo dos receptores 5-HT,

apesar de exercer, algumas vezes, uma atividade agonista parcial em algumas
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preparagdes (SANDERS-BUSH & MAYER, 2001). Resta saber quais sao,
especificamente, os receptores envolvidos nas respostas observadas no M.
oblongus., e qual o grau de homologia que pode ser estabelecido entre os seus
receptores e o de outras espécies.

As varias agoes fisioldgicas mediadas pela 5-HT tanto em vertebrados quanto
em invertebrados, pode ser explicado por sua ampla distribuicido e pela
multiplicidade de seus receptores (WALCOURT-AMBAKEDEREMO & WINLOW,
1994). Multiplas cascatas bioquimicas mediadas por receptor podem ser ativadas
de maneira diversa. Um agonista serotoninérgico ndo evoca necessariamente
respostas com a mesma magnitude, sendo provavel que atue seletivamente em
varias vias de transducao de sinal. A sinalizacdo gerada pelo receptor pode ser
diversa via um unico subtipo de receptor como consequéncia de interacdes
especificas entre o agonista e um receptor tipo proteina G. Na verdade, os
receptores 5-HT sdo muito heterogeneos quando se considera o fato de que a
sequéncia de amino-acidos existente nos sub-tipos de receptores pode variar de
individuio para individuo. Além disso, existe um grande numero de isoformas de
receptores em consequéncia de clivagens alternativas na transcricdo do RNA do
receptor. Isto implica que a atividade de um receptor com sitios de ligagdo com
afinidades semelhantes pode apresentar diferentes propriedades farmacoldgicas
(agonista pleno, agonista parcial, antagonista silencioso ou neutro — com atividade
intrinseca préximo ao zero, e agonista inverso — também definido como antagonista
negativo) dependendo da via efetora ou devido ao seu estado conformacional de

ativagdo (PAUWELS, 2000)
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As manifestacbes comportamentais em Megalobulimus oblongus apds a
estimulagcado aversiva térmica (EAT) foram analisadas, empregando-se teste com
placa aquecida. Por outro lado, foram avaliados os efeitos da morfina e da
serotonina (5-HT), bem como dos seus respectivos bloqueadores, o naloxone e a
metisergida.

Com o procedimento utilizado (EAT), foi possivel diferenciar um
comportamento estereotipado indicativo de resposta reflexa a nocicep¢ao. Ambas as
estimulaces térmicas (45°C e 50°C) mostraram-se efetivas para a elicitagdo do
comportamento aversivo. Contudo, os resultados obtidos a 50°C foram mais
pronunciados, caracterizando este valor térmico como o de maior acuracia para
posteriores estudos de nocicepgao neste modelo bioldgico.

O paralelismo obtido entre a antinocicepgado (“analgesia”) induzida por
opiaceos em estudos realizados em vertebrados, incluindo seres humanos, e os
aumentos ocorridos nas laténcias com os caracois tratados com morfina (“efeito
antinociceptivo”) sdo indicativos de que o modelo experimental proposto também
pode ser aplicavel em estudos sobre opidides.

Além disso, tanto a 5-HT quanto a metisergida aplicadas isoladamente,
provocaram uma diminuicdo da laténcia que foi relacionada com um efeito
nociceptivo. Porém, quando estes dois farmacos foram aplicados conjuntamente,
observou-se um efeito contrario.

Os resultados deste estudo sugerem o envolvimento de um sistema opidide e

serotoninérgico nas respostas reflexas nociceptivas em M. oblongus.
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