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RESUMO

Clinicamente, a dor € um fendmeno complexo da percep¢do que envolve aspectos
sensoriais objetivos (a nocicep¢do) e estimacdes afetivas (emocdo), que se combinam de
forma variada dependendo de uma série de fatores de aprendizado, ambientais e culturais,
apenas para citar alguns. Diversos modelos animais foram estabelecidos para reproduzirem de
forma confidvel os aspectos agudos e cronicos de dor pertinentes a condi¢do humana. No
entanto, os modelos comportamentais comumente utilizados somente avaliam o componente
sensorial da dor provocada por um estimulo nociceptivo. Isto torna mais prético a avaliacdo
do efeito de tratamentos sobre as diferentes condi¢des nociceptivas, mas como a grande
maioria dos modelos animais de nocicepcdo se baseiam em comportamentos reflexos,
deixamos de considerar como os tratamentos podem afetar o componente emocional da dor
induzido pela nocicep¢do. Especialmente em modelos de nocicep¢do persistente, o aspecto
emocional aversivo deve ser mais importante. Tem sido uma tendéncia o refinamento dos
modelos de nocicepgdo, aperfeicoando os mecanismos de registro e procurando utilizar
estimulos cada vez mais fracos e para que o aspecto sensorial seja proporcionalmente mais
relacionado a experiéncia humana. Da mesma forma, como o componente afetivo
motivacional da dor é um determinante importante da experiéncia de dor total no homem,
devemos refinar os modelos para que apresentem componente aversivo menos intenso para
que os parametros observados estejam dentro de um repertrio ndo - estereotipado. Neste
trabalho foi investigado o componente estressor da dor persistente induzida por formalina em
dois sitios com importantes diferencas anatdmicas e significado clinico — o tecido subcutineo
e o tecido articular. O modelo de formalina na pata se mostrou mais estressor, pois apresentou
maior gama de comportamentos associados a ansiedade generalizada do que o modelo de
formalina no joelho. O farmaco ansiolitico midazolam, por sua vez, teve efeito

hiponociceptivo semelhante nos dois modelos, mas reduziu de forma mais significante os



comportamentos relacionados a ansiedade no teste de formalina na pata. Estes resultados

reforcam a idéia de que este modelo é muito mais ansiogénico do que a formalina aplicada no

joelho dos animais.

Palavras-chave: Nocicepgao, tecido cutaneo, tecido articular, estresse.
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1. Introducio

1.1. Deor

A dor pode ser considerada um dos sintomas mais freqiientes da prética clinica e um
dos problemas de tratamento mais importantes. Em algumas situacdes pode ceder com um
simples analgésico. E, em outras, pode ser objeto de dificil terapéutica, de tal maneira que, na
realidade, a dor transcende o seu conceito sintomdtico para ser considerada uma entidade
patolégica prépria (MARTINS et alii, 2006).

Segundo a IASP (Associagdo Internacional para o Estudo da Dor), a dor é descrita
como uma “‘experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual
real ou potencial, ou descrita nestes termos” (LOESER E TREEDE, 2008). Hunt ¢ Mantyh
(2001) descrevem a dor como uma sensagio necessdria a sobrevivéncia e a manutengdo da
integridade do organismo, mas a dor persistente ou cronica pode resultar em sintomas
secunddrios tais como ansiedade, depressdo e principalmente a diminui¢do da qualidade de
vida.

A sensagdo que denominamos de dor tem um cardter subjetivo e inclui aspectos
complexos, como os componentes sensoriais e afetivo-motivacionais, podendo ser modulada
por uma larga escala de experiéncias comportamentais, de forma que uma experiéncia que é
dolorosa para uns nio € necessariamente para outros (WILLIS, 1985). Por esta razdo se faz
necessdrio uma distingdo entre dor e nocicepgdo. O termo nocicepgio se refere a recepcio
pelo sistema nervoso central de sinais evocados pela ativacdo de receptores sensoriais
especializados, que normalmente ji comecam a sinalizar quando hd uma situacio critica em

andamento para um tecido, que pode causar lesdo. Por outro lado, a dor seria o cardter
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aversivo relacionado a atividade gerada em algum ponto das vias nociceptivas, ou a memoria
dessa atividade. Assim, quando se trata de animais, o termo correto a ser utilizado é a
nocicep¢do, ji que atualmente é muito dificil, se ndo impossivel, de se avaliar o carater
subjetivo da dor nestes sujeitos. O termo nocicepgdo estd relacionado ao reconhecimento de
sinais no sistema nervoso, que se originam em receptores sensoriais (nociceptores) e
fornecem informacdes relacionadas ao dano tissular.

Pelo fato de dor e nocicep¢io ndo serem sindnimos, tem se sugerido que termos com o
prefixo algesia (do grego algesis = sensibilidade a dor) como hiperalgesia (aumento de
sensibilidade a dor) e hipoalgesia (diminui¢do da sensibilidade a dor) ou analgesia (sem dor),
sejam substituidos, respectivamente, por hipernocicepg¢do, hiponocicepgdo e antinocicepgao,
por serem mais apropriados quando se trata de resultados obtidos a partir da avaliacdo da
nocicep¢do em modelos animais (PARADA et alii., 2003; CUNHA et alii., 2005; MARTINS
et alii., 2006).

Geralmente podemos identificar trés formas de dor levando em conta sua relacio entre
o estimulo nociceptivo e a sensagdo da dor: nocicepc¢do, dor inflamatéria e neuropatica.
(também chamadas de fase 1, fase 2 e 3 da dor, por CERVERO e LAIRD, 1991). Dor
nociceptiva se refere ao processo de um estimulo doloroso breve; dor inflamatéria é a
conseqiiéncia do prolongamento do estimulo nociceptivo, levando ao dano do tecido; e dor
neuropdtica é a conseqiiéncia de um dano neuroldgico, incluindo neuropatias periféricas e

estado de dor centrais.

1.2. Fibras e vias Nociceptivas

As fibras sensoriais, sozinhas ou em conjunto, fornecem informag¢des ao sistema
nervoso central ndo somente sobre o meio ambiente, mas também sobre o estado do
organismo. Entre as diferentes variedades de fibras sensoriais os nociceptores normalmente
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respondem a multiplas formas de energia que produzem lesdo ( estimulo térmico, mecanico, e
quimico), fornecendo informacdes ao sistema nervoso em relacio a localizacdo e intensidade
do estimulo nocivo.

Tanto no tecido superficial (pele e tecido conjuntivo) quanto no profundo (ossos
articulagdes, musculos e tenddes), o sinal nociceptivo alcanca o Sistema Nervoso Central
(SNC), devido a presenga de terminacdes nervosas livres (assim chamadas por ndo serem
equipadas com corpudsculos ou o6rgdos) das fibras aferentes primdrias, que transmitem a
informagd@o dolorosa para os neur6énios do corno dorsal da medula espinhal (BASBAUM e
JESSEL, 2000). Os corpos celulares das terminag¢des nervosas livres da regido da cabega e do
corpo localizam-se, respectivamente, no ginglio do trigémeo e nos ganglios das raizes
dorsais, e podem ser agrupadas em trés categorias com base em seus didmetros, estruturas e
velocidades de conducio (JULIUS e BASBAUM, 2001). As fibras C, que por serem
amielinizadas s@o as de conducdo mais lenta (0,5-2 m/s) e as de menor didmetro (0,4-1,2 pm).
Na segunda categoria encontram-se as fibras Ad, mielinizadas (2-6 um) e de velocidade
intermediaria (12-30 m/s). Finalmente, existem as fibras Ao e AP da terceira categoria,
mielinizadas de largo calibre e de conducdo rdpida (10 pm, 100 m/s), responsdveis pela

informacdo proprioceptiva (toque leve e pressao).

1.3. Dor profunda e superficial

Juntas estruturais, assim como as articulag¢des, sdo inervadas por nociceptores, que em
condicdes normais sdo exclusivamente ou predominantemente ativados por estimulos
dolorosos ndo fisioldgicos que podem causar danos as estruturas profundas (por exemplo,
sobrecarga, tor¢cdes, uma forte pressdo, contracdo isquidtica) (SCHAIBLE, 1993).
Informagdes sensoriais vindas dos musculos e articulagdes influenciam o sistema motor, e

estdo envolvidas na percep¢do de movimento e posi¢do, mas a maior parte dessa percepcao
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ndo atinge a consciéncia. A maior sensacdo que podemos sentir em tecidos profundos (por
exemplo, articulacdes e musculos) é a dor. A dor de tecidos profundos é muitas vezes
persistente e mal localizada, e é, portanto, diferente da dor cutanea.

E uma observagio clinica comum de que uma pequena lesio num membro em tecido
profundo resulte em uma sensibilidade que se prolonga e se espalha muito longe do local da
lesdo, enquanto lesdes cutaneas equivalentes parecem suscitar um distirbio sensorial mais
espacial e temporalmente restringido. Na verdade, a dor profunda é mais provavel de exibir
fendmenos como a irradiacdo e encaminhamento do que € a dor cutanea (ALOISI et alii.
,1995).

Diferencas na experi€ncia subjetiva dessa dor tém levado pesquisadores a acreditar
que a organizacdo neuronal do tecido cutineo e profundo sdo diferentes (LEWIS, 1938). Em
contraste com a dor cutdnea, dores musculares geram tipicamente uma queda na pressdo
arterial, bem como sudorese e nduseas (FEINSTEIN ez alii, 1954), sugerindo diferencas no

processamento de informagdo nociceptiva proveniente da pele e de tecidos profundos.

1.4. Dor e ansiedade/ estresse

De uma maneira geral, a dor envolve a integracdo de vdarias estruturas do
encéfalo as quais atendem componentes sensoriais, afetivos e cognitivos (GUILBAUD et
alii., 1994). Muitas estruturas do sistema limbico e cortical (amigdala, hipocampo e
substancia cinzenta periaquedutal), sdo alvos das informagdes nociceptivas e desempenham
importante papel na regulacdo do humor e especificamente na inducdo de estados de
ansiedade (LOVICK, 2008). Assim, a dor e o humor podem interagir e mostrar efeitos
coletivos. No homem, por exemplo, a ansiedade é um fator que pode levar a exacerbacdo da
dor existente e a uma redugo na eficicia de drogas analgésicas (ARNER er alii., 1988; KAIN

et alii, 2000; LAUTENBACHER et alii., 1999; TAENZER et alii., 1986).
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A ansiedade € um estado emocional com componentes psicoldgicos e fisioldgicos,
que faz parte do espectro normal das experiéncias humanas, sendo propulsora do
desempenho. Ela passa a ser patologica quando € desproporcional a situagdo que a
desencadeia, interferindo na qualidade de vida, conforto emocional ou no desempenho diério
do individuo (ROSEN E SCHILKIN, 1998). Em geral, o termo “ansiedade” é considerado
extremamente subjetivo e sujeito a multiplas interpretacdes. Normalmente ele estd associado a
outros termos também subjetivos, como ‘“emocionalidade”, “estresse”, “aversividade” e
“fobia”. Entretanto, muitos autores tendem a defini-la como sendo um conjunto de respostas
fisioldgicas (atividade do sistema nervoso autondmico, taquicardia, sudorese) e
comportamentais (vigilia e reatividade comportamental; esquiva) aumentadas que, juntas,
protegem o individuo de um possivel dano diante de uma situacdo potencialmente perigosa
(FILE et alii., 1993; LANG et alii., 2000; ADAMEC et alii., 2001; BELZUNG e GRIEBAL,
2001; BLANCHARD et alii., 2001; DIELENBERG e MCGREGOR, 2001; FILE, 2001).
Apesar de a ansiedade ser, a principio, um fendmeno tipicamente humano, respostas
fisioldgicas e comportamentais semelhantes tem sido descritas em diversas espécies animais e
parecem fazer parte de um mecanismo universal através do qual os organismos se adaptam a
condicdes adversas (GROSS e HEN, 2004). O conceito de estresse € freqiientemente
encontrado na literatura associado a natureza fisica como o bem estar, sofrimento,
emocionalidade, medo e ansiedade. Segundo Ramos (1998), o estresse é considerado como a
resposta de um organismo a estimulos ambientais, que ameagam o seu equilibrio interno,
também chamado de homeostase. Esses estimulos, que sdo percebidos e avaliados por um
sistema cognitivo / emocional, podem induzir uma variedade de alteracdes neuroenddcrinas,
metabdlicas e comportamentais, na tentativa de maximizar a probabilidade de sucesso de

uma demanda.
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Em animais, uma variedade de estimulos estressantes leves ndo nociceptivos, como
por exemplo, retengdo, vibracdo breve, exposicdo a vapor de éter, ou exposi¢cdo a um novo
ambiente, podem levar a um aumento da nocicep¢do (hipernocicep¢do) (HAYES et alii.,
1978; JORUM, 1988). Por outro lado, outros estudos mostram que 0s eventos estressantes
ambientais s@o capazes de ativar diferentes tipos de hiponocicep¢do (KAVALIERS e INNES,
1988; RODGERS e RANDALL, 1987a; HELMSTETTER, 1993; RODGERS e SHEPHERD,
1989; TESKEY et alii., 1984; RODGERS et alii., 1992; LEE e RODGERS, 1992;
BELLGOWAN e HELMSTETTER, 1996; NUNES-DE-SOUZA et alii., 2000; TERSHNER e
HELMSTETTERR, 2000; VENDRUSCOLO., 2004). Acredita-se que essa hiponocicepcdo
gerada pelo estresse ambiental pode ser desencadeada como um valor adaptativo e que pode
fazer parte do repertério de comportamentos defensivos de muitas espécies animais, como
uma protecdo em situacdes de conflito (HARRIS, 1996).

No entanto, os trabalhos que estudam a influéncia do estresse / ansiedade na
nocicep¢do ndo levam em consideragdo o tipo de estimulo nociceptivo empregado. Como a
nocicep¢do também ¢é fonte de estresse / ansiedade para o animal, manipulacdes que
aumentem o estresse/ ansiedade devem aumentar a nocicepg¢do. Ao contrario, quando o teste
nociceptivo tem menor potencial estressor, situacdes estressantes / ansiog€nicas devem
diminuir a nocicep¢do (BUSHNELL et alii., 1985; MIRON et alii., 1989; RHUDY e
MEAGHER 2000; PLOGHAUS et alii., 2003).

Até a presente data, tem havido relativamente poucos estudos para manipular
experimentalmente as sensacdes da ansiedade, e por isso € dificil determinar a natureza de
relacionamento causal entre a ansiedade e a dor. Os testes nociceptivos classicos realizados
em animais normalmente medem comportamentos reflexos. Estes refletem
predominantemente o processamento sensério discriminativo da transmissdo nociceptiva,

incluindo os aspectos da localizacdo do estimulo, intensidade e modalidade. A mensura¢do do
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tratamento afetivo-motivacional da transmissdo nociceptiva (incluindo aspectos da emocdo
que incorpora desagrado, medo, angustia e excitacdo) em animais tem sido menos relatada
freqiientemente, apesar de uma complexa interacdo existente entre estas duas dimensdes
relacionadas com o processamento da dor (HUNT e MANTYH, 2001).

A origem da dor pode ser determinante da atuacio de diferentes estruturas
relacionadas com a ansiedade/estresse, e pode ser uma das razdes de se encontrarem

comportamentos distintos em testes nociceptivos diferentes.

1.5. Dor e o teste de formalina

O teste da formalina é um modelo comportamental de dor associada com lesdo
tecidual, no qual se quantifica a resposta comportamental provocada pela injecdo de formalina
diluida ( DUBUISSON e DENNIS, 1977; TJIOLSEN et alii, 1992; ABBOTT et alii., 1995,
MARTINS et alii., 2006). Este teste experimental ¢ amplamente utilizado para avaliar o efeito
de drogas analgésicas, e € considerado um modelo de dor ténica ou persistente (CARTENS,
1995; TIOLSEN et alii., 1992).

As respostas comportamentais a formalina seguem um padrdo bifdsico composto de
uma fase inicial aguda (primeira fase), que dura aproximadamente 5 minutos e é seguido,
ap6s um breve intervalo de quiescéncia, por um periodo mais prolongado (segunda fase) de
atividade comportamental aumentada, que pode durar até cerca de 1 hora (DUBUISSON e
DENNIS, 1977, MARTINS et alii., 2000).

A primeira fase da resposta nocifensiva a formalina (dor aguda), esta relacionada a
ativacdo direta dos nociceptores, devido a estimulacdo quimica periférica (WHEELER-
ACETO e COWAN, 1991; TAYLOR et alii.,, 2000). Na segunda fase (dor tbnica) o
comportamento nociceptivo € gerado pela estimulagdo continua dos nociceptores por

mediadores secunddrios inflamatérios e/ou por uma hiperexcitabilidade da medula espinhal
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induzida pela primeira fase (sensibilizacdo central) ( DICKENSON E SULLIVAN, 1987,
CODERRE et alii., 1990; , TAYLOR. et alii, 1995). O intervalo de quiescéncia entre a
primeira e a segunda fase € resultado de uma inibi¢do da transmissdo nociceptiva através de
circuitos supra-espinhais ( MATTHIES e FRANKLIN, 1992) e espinhais ( KANEKO e
HAMMOND, 1997).

A Injecdo de formalina na pata de rato inicia um comportamento nociceptivos
espontdneo, constituido por chacoalhar, lamber e/ou morder a pata injetada, que pode ser
traduzido como um reflexo dos aspectos sensoriais € emocionais do processamento da dor.
(CODERRE et alii., 1993).

O teste da formalina, é usado para avaliar comportamentos nociceptivos, e até o
presente momento ndo levava em consideracdo outros comportamentos associados a dor,

como o estresse causado por eles.

1.6. Justificativa

2

Normalmente a ansiedade € vista como um fator que influencia na dor de forma
adversa, dependendo se a origem da nocicepg¢do é cutanea ou profunda somatica / visceral. O
presente estudo de nocicep¢do induzida por formalina pode ajudar a prever de forma mais
confidvel o efeito das novas estratégias farmacoldgicas, com mecanismos clissicos ou nio,
para eliminag@o da dor e para o tratamento de dores clinicamente relevantes.

O desenvolvimento de modelos baseados na injecdo de formalina em outros tecidos
além da pele é muito util para o melhor entendimento da transmissio e modulacdo da
nocicepgdo, pois existe um consenso que os impulsos nociceptivos de tecidos profundos sio

processados por diferentes substratos.
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Como o teste da formalina € um modelo animal amplamente utilizado, ¢é
imprescindivel uma avaliagdo mais rigorosa desse modelo em termos de estresse, onde a dor é

fonte deste estado.
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2.  Objetivos

2.1. Geral

O presente trabalho objetiva avaliar as diferencas comportamentais, tanto
nociceptivas, ji padronizadas, como as respostas possivelmente geradas pelo estresse,
presentes nas respostas induzidas pelo mesmo estimulo nociceptivo agudo persistente em

tecidos de origem superficial e profunda.

2.2. Especificos

® Padronizar os comportamentos induzidos pela formalina aplicada em tecido

superficial (subcutaneo na pata) e profundo (intra-articular no joelho).

e Verificar o efeito do farmaco ansiolitico Midazolan nos dois modelos

comportamentais.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados para este projeto, ratos Wistar machos com aproximadamente 3
meses de idade provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), que foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia da Nocicepcdo
(LANEN) do Departamento de Farmacologia. As colonias de ratos Wistar usadas neste estudo
foram mantidas no biotério central até completarem um més, quando seguiram para o biotério
do laboratério até o periodo de experimentos. Os animais foram alojados em caixas (42 x 34 x
17 cm), cada qual contendo 5 (cinco) individuos, forradas com serragem, trocadas a cada dois
dias. Os ratos foram mantidos em condicdes controladas de temperatura (22 + 2 °C), com
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 7 h as 19 h), com livre acesso a dgua e
comida. Todos os procedimentos experimentais foram realizados cuidadosamente de acordo
com as normas previstas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC,

Protocolo 23080.034307/2009-11).

3.2. Teste de formalina

O teste de formalina utilizado foi descrito por DUBUISSON e DENNIS (1977). Cerca
de 24 h antes do teste os animais foram ambientados na caixa, onde seria realizado o
experimento . A ambientacdo consistiu na colocagdo individual dos animais na caixa de
observacdo por um periodo aproximado de 20 min. A ambientagdo foi realizada para
determinar niveis basais de comportamento estdvel e para minimizar as variag¢des individuais

no comportamento de ansiedade, devido a novidade, em todos os animais.
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Para avaliac@o nociceptiva os animais receberam injecao de formalina a 2% (50 ul) na
regido plantar da pata direita traseira (avaliacdo de dor superficial) e intra-articular no joelho
direito (avaliacdo de dor profunda). A concentragdo de formalina foi baseada em um estudo
anterior (MARTINS et alii., 2006) no qual demonstrou ser essa a dose ideal para induzir uma
resposta comportamental submdaxima, a fim de se permitir detectar aumento ou diminuicio
nas respostas.

No teste, foi registrado, em blocos de 5 min, durante 60 min, o niimero total de
comportamentos nociceptivos (NCN) entre eles: chacoalhadas, lambidas, mordidas, retiradas
e/ou erguidas (3 s de permanéncia) da pata ou do joelho injetado.

Neste teste também foram padronizados outros comportamentos produzidos pela
injecdo de formalina ndo diretamente relacionados com a nocicep¢ao.

A caixa de observacdo € de acrilico transparente, medindo 29 cm de largura, altura e
profundidade. Para facilitar a visualizacdo da pata do animal, foram adicionados espelhos,

angulados em aproximadamente 45° nas laterais e atras.

3.3. Desenho experimental

Os testes foram feitos em 02 etapas. Na primeira etapa (Figura 1) os animais foram
divididos em 2 grupos principais, um submetido a inje¢do na pata e outro submetido a
injecao no joelho. Cada grupo foi subdividido em dois, um que recebeu a injecdo de formalina
e outro que recebeu inje¢do do veiculo, no caso salina.

Cada grupo continha 10 animais e a andlise dos grupos pata e joelho foi realizada
simultaneamente, com duas caixas colocadas uma ao lado da outra. A fim de que a andlise
fosse feita com maior precisdo, os animais foram filmados durante o tempo do teste (60 min).

Desta forma, todos os comportamentos relacionados a nocicep¢do e outros comportamentos
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nao diretamente relacionados, puderam ser analisados. O numero de bolos fecais também foi

contabilizado.

ALALILIAL

e Frrrmalien o
Al Dat DAl iligiiii g
U=y

no joelho (FI)

Figura 1 - Diagrama com o desenho experimental da primeira etapa do estudo.

Na segunda etapa do estudo (Figura 2) foi utilizado no mesmo teste um ansiolitico, no
caso o midazolam, que foi administrado 30 min antes do teste de avaliacdo nociceptiva na
caixa, via i.p., 0,25 e 1,0 mg/kg, e no controle foi administrado o veiculo, no caso dgua
destilada. (Martins et alii, 2006).

Neste teste foram utilizados dois grupos, formalina injetada no joelho, com as
diferentes doses de midazolam, e formalina na pata, também com as diferentes doses da droga
ansiolitica.

Este pré-tratamento foi realizado para observar se existia diferenca nos
comportamentos dos dois testes, com o pré-tratamento com midazolam, e sem pré-

tratamento.
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Figura 2 - Desenho experimental da segunda etapa do estudo.

3.4. Padronizacoes e analise descritiva dos comportamentos

Para investigar a atividade do rato no aparelho dentro da caixa no teste de formalina
foi feito uma andlise descritiva. Em primeiro lugar, um animal de cada tratamento (formalina
no joelho, formalina na pata, salina no joelho e salina na pata) foi observado. Todos os
padrdes comportamentais, ou seja, todos os comportamentos que se repetiam ao longo do
teste foram selecionados, mesmo os que s6 apareceram em um dos tratamentos.

Assim foi construido um etograma, ou seja, um conjunto de elementos
comportamentais que foi padronizado e contabilizado neste estudo, juntamente com outros
comportamentos ja amplamente utilizados como pardmetro na literatura. O nimero de bolos
fecais produzidos durante o periodo de teste também foi quantificado.

As medidas padrio de atividade quantificadas ja amplamente usadas na literatura
foram o Grooming (Figura 3) que inclui limpeza de patas dianteiras, patas traseiras, corpo,

rosto e genital, higiene é um componente importante do repertério comportamental de

roedores; Rearing (Figura 4) que consiste no levantamento do animal sustentado pelas
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patas traseiras no solo, encostando-se a parede da caixa ou ndo; Imobilidade (Figura 5) onde

rato permanece numa postura fixa, com o membro injetado encolhido ou ndo. Geralmente

assume uma postura mais descontraida e até deita-se de lado. E atividade exploratéria

(Figura, 6), a Exploracao do Ambiente consiste em andar pela caixa, cheirando o ambiente

ou ndo, avaliando o espago. Cinco outros comportamentos foram observados e padronizados.

Estes comportamentos foram:

¢ Mordidas na cauda, segura a cauda e morde tanto a ponta quanto a base do

orgdo (figura, 7);

e Numero de vezes que ingeriu ou mexeu no bolo fecal (figura, 8);

e Lambidas no chao (figura 9);

¢ Esconder a face: animal fica apoiado sobre as quatro patas, porém posiciona a

cabeca com o rosto voltado para o chdo e focinho entre as patas dianteiras.

Espasmos fortes podem ser observados enquanto ele se encontra assim (Figura

10);

¢ Nimero de bocejos (Figura 11).

Figura 3 - Comportamento de Grooming.

Figura 4 - Comportamento de Rearing.
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Figura 6 - Atividade Exploratoria

Figura 7 - Morder a cauda
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Figura 10 — Esconder a face Figura 11 - Bocejos

3.5. Analises Estatisticas

Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média (e.p.m.). A andlise
foi feita com o teste de t de Student pareado, na quantificagdo de bolos fecais. Para andlise
estatistica dos animais tratados com midazolam foi usada analise de varidncia (ANOVA) de
uma via, ou para medidas repetidas seguida pelo teste de Dunnet para comparacdes com o

controle. A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de diferenca estatisticamente
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significante foi de P < 0,05. Todas as comparagdes estatisticas foram efetuadas utilizando-se o

programa GraphPad Prism version 5.
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4. Resultados

4.1. Primeira etapa, comparaciao formalina e salina

Quando os animais foram colocados na caixa de observacdo, imediatamente apods a
aplicacdo de formalina na pata, as principais respostas manifestadas por eles foram; agitacio,
miccdo, defecacdo e episddios de lambidas compulsivas no assoalho, além dos
comportamentos nociceptivos considerados tais como, elevacdo sustentada do membro
afetado e intermitentes mordidas e lambidas na pata que recebeu a solugdo de formalina a 2%.

A injecdo de formalina na pata induziu duas fases de respostas nocifensivas
intercaladas por um periodo de quiescéncia. Imediatamente apds a injecdo de formalina (F1=
0-5 min), ocorreu um rdpido aumento no nimero de comportamentos nociceptivos (NCN),
seguido por um periodo sem manifestagdo nociceptiva (quiescéncia). Em seguida, o NCN
aumentou de maneira gradativa e sustentada, caracterizando a segunda fase do teste (F2= 15-
60 min.). Apés os 60 min. de teste, embora ainda manifestassem comportamentos
nociceptivos, edema e eritema da pata injetada, os animais foram recolocados em suas caixas.
(Fig. 12 B)

No comparativo, inje¢cdo de formalina no joelho, os animais foram colocados na
mesma caixa de observacdo do teste de formalina na pata. Avaliaram-se como
comportamentos nociceptivos (NCN): o nimero de flexdo do joelho (a cada trés segundos =
01 comportamento) nimero de lambidas e nimero de contragdes ou espasmos no membro
afetado. Apds a injecdo de formalina intra-articular, os animais ndo manifestaram
comportamentos de agitacdo, mic¢do, defecacdo ou de lambidas compulsivas no assoalho,
como aqueles observados com a inje¢do subcutinea na pata. Dentre os comportamentos

nociceptivos considerados, a flexdo espontanea e sustentada do joelho afetado foi o mais
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predominante durante todo o teste. Apenas no periodo de quiescéncia, 0os animais
caminhavam normalmente ou permaneciam parados com as quatro patas no chdo. (Fig. 12 A)

Podemos observar que o comportamento de atividade exploratdria, nos dois modelos
diminuiu em relacdo ao controle (fig.13 A e B), na comparagdo entre os dois modelos o
modelo de formalina no joelho apresentou maior atividade, na primeira fase do teste (fig.13
O).

A imobilidade ndo foi alterada no modelo de formalina no joelho (fig.14 A), mas
decresceu significamente na pata (fig.14 B). Assim o modelo do joelho apresentou
imobilidade em niveis acentuadamente mais elevados que a pata ( fig.14 C).

O Grooming diminuiu nos dois modelos (fig.15 A e B), mas ndo apresentou diferencas
significativas entre os dois modelos (fig.15 C).

No comportamento de Rearing, a formalina no joelho reduziu esse comportamento na
primeira e segunda fase do teste (fig.16 A). Mas na pata a variagdo s6 ocorreu na primeira
fase (fig.16 B).Entre os dois modelos nao foi observado variag¢des significativas (fig.16 C).

Os comportamentos de Morder a cauda (fig.17), Lamber o chio ( fig.18) e Mexer no
bolo fecal (fig. 19) foram vistos principalmente no teste de formalina na pata. No joelho
nenhum desses comportamentos apresentou variacdes importantes.

O comportamento de esconder a face foi observado principalmente no modelo de
formalina no joelho (fig. 20 A e C).

O ndmero de bocejos, ndo apresentou variagdo entre os modelos e seus controles
(fig.21 A e B), entretanto a formalina no joelho apresentou com maior freqii€ncia esse
comportamento durante todo o periodo do teste.

Com relacdo ao nimero de Bolos fecais (fig.22), a formalina na pata mostrou uma
tendéncia em elevar o seu nimero( fig.22 B), essa tendéncia também foi observada na

comparagdo entre os dois modelos.
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Figura 12 - Resposta nocifensiva da injecdo de formalina a 2% subcutanea no joelho (A) e
pata (B). Os dados representam a média + epm de 10 animais, a cada 5 min apds a injecdo
realizada no tempo 0. Diferencas significativas entre os grupos foram detectada através do

teste t de Student pareado e ***¥=p < 0,001.
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Figura 13 - Efeito da injecdo de formalina no comportamento de exploracdo do ambiente,
durante o teste da formalina registrado no periodo de 1 h. Injecdo no joelho, intra-articular (A)
e pata, subcutaneo (B), e comparag@o dos locais injetados (C). Os dados representam a média
+ epm de 8 animais, a cada Smin. Apés a injecdo. Diferencas estatisticas foram reveladas pela
ANOVA de uma via, para medidas repetidas. *p < 0,05, **= p< 0,01; ***= p< 0, 001

comparado ao grupo controle.
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Figura 14 — Efeito da injecdo de formalina no comportamento de imobilidade, durante o teste
da formalina registrado no periodo de 1 h. Injecdo no joelho, intra-articular (A) e pata,
subcutaneo (B), e comparag@o dos locais injetados (C).  Os dados representam a média +
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via, para medidas repetidas. ***= p< 0, 001 comparado ao grupo controle.
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Figura 15 — Efeito da injec@o de formalina no comportamento de Grooming, durante o teste
da formalina registrado no periodo de 1 h. Injecdo no joelho, intra-articular (A) e pata,
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Figura 16 - Efeito da injecdo de formalina no comportamento de Rearing, durante o teste da
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Figura 17 - Efeito da injecdo de formalina no comportamento de morder ou lamber a cauda,
durante o teste da formalina registrado no periodo de 1 h. Inje¢do no joelho, intra-articular
(A) e pata, subcutaneo (B), e comparacio dos locais injetados (C). Os dados representam a
média = epm de 8 animais, a cada 5 min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela

ANOVA de uma via, para medidas repetidas. *p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 18 - Efeito da inje¢do de formalina no comportamento de lamber o chio, durante o
teste da formalina registrado no periodo de 1 h. Injec@o no joelho, intra-articular (A) e pata,
subcutaneo (B), e comparacgdo dos locais injetados (C). Os dados representam a média + epm
de 8 animais, a cada 5 min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via,

para medidas repetidas. **p < 0,01 comparado ao grupo controle.
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Figura 19 - Efeito da injecdo de formalina no comportamento de mexer no bolo fecal,
durante o teste da formalina registrado no periodo de 1 h. Injecao no joelho, intra-articular (A)
e pata, subcutaneo (B), e comparag@o dos locais injetados (C). Os dados representam a média
+ epm de 8 animais, a cada 5 min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de

uma via, para medidas repetidas. **p < 0,01 comparado ao grupo controle.

38



=

251
° 20 O Salina
S * 4 Formalina
w
o 151
]
2
] 101
(7]
w
5.
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo apés injecao de formalina no joelho (min)
B)
154 & Salina
O Formalina
[
o
& 104
©
]
T
c
o
& 51
w
Ole—f—= = 0—wW = " w 7
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo apos injecao de formalina no pata (min)
C)
20
& Pata
[}
o *% Joelho
©
[T
©
3
T
c
o
(%]
(7]
w

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo apos injecao de formalina (min)

Figura 20 - Efeito da injecdo de formalina no comportamento de esconder a face, durante o
teste da formalina registrado no periodo de 1 h. Inje¢do no joelho, intra-articula (A) e pata,
subcutaneo (B), e comparag@o dos locais injetados (C). Os dados representam a média + epm
de 8 animais, a cada 5 min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via,

para medidas repetidas. *p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 21 - Efeito da inje¢io de formalina no nimero de bocejos, durante o teste da
formalina registrado no periodo de 1 h. Injecdo no joelho, intra-articular (A) e pata,
subcutaneo (B), e comparagdo dos locais injetados (C). Os dados representam a média + epm
de 8 animais, a cada 5 min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via,

para medidas repetidas. ***p < 0,001 comparado ao grupo controle.
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Figura 22 - Efeito da injec@o de formalina no nimero de bolos fecais, durante o teste da
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4.2. Segundo etapa do experimento, Animais pré-tratados (via i.p.),

meia hora antes do teste de formalina com midazolam

A segunda etapa do experimento consistiu no pré-tratamento com midazolam, via i.p.,
30 minutos antes do inicio do teste da formalina.

Nos dois modelos estudados neste estudo o midazolam mostrou um efeito
antinociceptivo (Fig.23). A dose de 0,25 mg/kg de midazolam afetou os dois modelos nas
duas fases da formalina, enquanto a dose de 1mg/kg, mostrou efeito somente no modelo de
formalina no joelho, no periodo de 30-60 minutos do teste.

No modelo de formalina na pata a exploracdo do ambiente diminuiu com a dose de
Img/kg (Fig. 24 B). No joelho nenhuma das doses obteve variagdo significativa (fig.24 A)

A imobilidade foi afetada em ambos os modelos com a dose de 1mg/kg de midazolam,
nos dois modelos ele aumentou (Fig. 25)

No comportamento de grooming, o modelo de formalina no joelho , diminuiu com as
duas doses do ansiolitico (Fig. 26 A). E no modelo da pata somente a dose de 1mg/kg,
conseguiu significantemente baixar o comportamento (Fig. 26 B). Esta dose ainda baixou o
ndmero de rearings no modelo. (Fig. 27 B).

Dos comportamentos de morder a cauda ( fig. 28) e mexer no bolo fecal (Fig. 30) ndo
apresentaram variacao significativa em nenhum dos modelos. E no comportamento de lamber
o chdo, somente o modelo da pata na dose de 1mg/kg da droga diminuiu esse comportamento
(Fig 29 B).

O parametro esconder a face aumentou com a dose de 0,25mg/kg no modelo do joelho
(Fig.31 A) e diminuiu nesta mesma dose na pata (Fig.31 B).

Os parametros de nimero de bocejos (Fig.32), e nimero de bolos fecais (Fig.33) ndo
foi afetado pelo tratamento com a ansiolitico. Mas no modelo do joelho, hd uma tendéncia

em diminuir o nimero de bolo fecal com o aumento da dose de midazolam.
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Figura 27 - Efeito do midazolam no comportamento de Rearing durante o teste da formalina,
intra-articular (A) e pata (B). Os dados representam a média + epm de 8 animais, a cada 5
min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via, para medidas

repetidas, seguido pelo teste de Dunnet. *p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 31 - Efeito do midazolam no comportamento de esconder a face (hunched) durante o
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animais, a cada 5 min. Diferencas estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via, para
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estatisticas foram reveladas pela ANOVA de uma via, para medidas repetidas, seguido pelo
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Figura 33 - Efeito do midazolam no numero de bolos fecais produzidos durante o teste da
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5. Discussao

Os principais achados do presente trabalho encontram-se resumidos na tabela 1 abaixo.

Tabela 1 - Resumo dos principais efeitos dos tratamentos de formalina (2%), no

joelho e na pata, e principais efeitos do pré- tratamento com midazolam no teste de formalina

na caixa.
Comportamento SIxFJ | SPxFP | FP x FJ | MDZ FP MDZ FJ
Dor 1 1 0,25 | 0,25e 1,0 |
Exploracao do
ambiente | | T | 1,0 | Quiesc -
Imobilidade - i l 1,07(5-40 min.) | 1,0 1(0-10min)
Grooming | | - 1,0 | Quiesc 0,25e 1,0 |
Rearing | | - 1,0 | Quiesc -
Morder a cauda - 1 1 - -
0,257(25-55
Lamber o chao - 1 1 min.) -
Mexer no bolo fecal - i i - -
Esconder a Face i T 1 0,251 0,25]
Bocejo - -7 - -

Numero bolo fecal

Legenda: Na tabela o simbolo (1), significa aumento do comportamento, e (|), significa diminuicao do

comportamento, e (-) significa que nao houve variacio significativa de um grupo para o outro. SJ= Salina

no Joelho, SP= Salina na Pata, FJ= Formalina no Joelho e FP= Formalina na Pata. MDZ= midazolam.

O objetivo principal do presente trabalho foi estudar o efeito do estimulo doloroso na

ansiedade e estresse do animal, padronizando medidas comportamentais relacionadas a

ansiedade, a propria nocicepcdo, e buscando uma possivel correlacdo entre essas medidas.

Para tal, os ratos da linhagem Wistar foram submetidos ao teste da formalina, modelo de dor

persistente inflamatdria.

49




5.1. Primeira etapa

Diversos experimentos com roedores t€m sido realizados no intuito de se entender
melhor a possivel relacdo entre comportamentos relacionados a nocicepc¢io e a ansiedade.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que tanto a formalina no
joelho quanto a formalina na pata apresentaram um conjunto de comportamentos consistentes
indicativos de nocicep¢do, em relacdo aos animais que receberam apenas solugdo fisioldgica
no mesmo sitio.

O rato injetado com formalina da pata mostrou mais comportamentos nociceptivos
como lambidas e mordidas na pata afetada que no joelho. Jinig (1987) sugeriu que lamber o
local injetado por agentes irritantes representa uma estratégia de reducdo da dor, ja que ela
estimula aferentes cutineos de grande calibre, tais como fibras A delta, relacionados com o
tato que, por sua vez, reduzem a transmissdo de informacdes por nociceptores periféricos aos
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal — Teoria da Comporta (MELZACK E WALL,
1965).

No joelho, a formalina diminuiu a exploragdo do ambiente pelo animal. Diminuiu
também o tempo de grooming e o numero de rearing. Além de abordagens descritivas, o
grooming tem sido descrito como uma ferramenta importante na investigacdo do estresse
neurocomportamental em ratos (KALUEFF et alli, 2004). Segundo Sprujt (1992), grooming
pode ser considerada uma resposta comportamental que acompanha as mudangas provocadas
por estimulos ansiogénicos (CASARRUBEA, 2008).

Dentre os comportamentos padronizados o nimero de bocejos durante a formalina no
joelho foi significativamente maior do que no teste de formalina na pata, demonstrando talvez
menores niveis de estresse ou nocicep¢do no animal. Por outro lado, o nimero de esconder a
face (hunched up) aumentou. Esse comportamento pode ter mais de um significado. Pode ser
uma tentativa de dormir, em uma posicdo que a sensacdo na pata ou joelho afetado ndo o
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incomode. Sendo, mais preponderante quando a intensidade de incapacitagdo € maior,
portanto é maior a nocicep¢do. Pode-se supor ainda que o animal esteja demonstrando um
comportamento depressivo em relacdo a dor, onde ocorre a desisténcia de tentar contornar os
efeitos nociceptivos causados pela formalina permanecendo “parado esperando passar’. Esta
manifestagcdo comportamental pode estar relacionada com o que chamam na literatura de
desamparo (helplessness). Com base na teoria do desamparo aprendido, modelo de depressao
( ABRAMSON, 1978), o desamparo implica num conjunto generalizado, de conseqiiéncias da
dor cronica em longo prazo na vida didria. Desamparo se refere a um estilo atribucional,
explicando eventos negativos, tais como dor crdnica e suas conseqiiéncias como sendo
incontroldveis, imprevisiveis, e imutdveis, assim como o efeito de dor persistente da
formalina (ABRAMSON et al 1978, EVERS et al , 2001). Estudos em pacientes com artrite
reumatdide continuam a apoiar o papel central do desamparo, indicando um valor preditivo
para o nivel de dor, incapacidade e depressdo ao longo do tempo. (EVERS et al, 2001,
DEVELLIS et al 1992, SMITH et al 1994).

Os comportamentos de imobilidade, lamber o chdo, comer ou mexer nos bolos fecais
e morder a cauda ndo apresentaram percentual de variagdo significante, entre o grupo controle
e o tratado com formalina no joelho, demonstrando nestas condi¢cdes de andlise, ndo serem
parametros uteis para comparacao.

O teste de formalina na pata diminuiu o tempo de exploragdo do ambiente e o niimero
de rearings na primeira fase do experimento em relagdo ao grupo controle.

O Rearing é uma resposta comportamental, tradicionalmente considerada como um
marcador confiavel de estresse em roedores (BELZUNG, 1999; CRAWLEY et al., 1997,
ESPEJO, 1997). Assim num ambiente ansiogénico, ou com um estimulo ansiogé€nico esse

comportamento tende a diminuir.
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O Rearing também é considerado como um comportamento de exploracdo do
ambiente, e no estudo € observado que segue o mesmo padrido do parametro de exploracdo.

O comportamento exploratorio estd sob o controle de duas motivagdes concorrentes.
Por um lado, os animais mostram tendéncias de abordagem e investigar novos objetos e
lugares. Por outro lado, a novidade também induz o medo, o que tenderia a suprimir a
exploragdo ou produgdo de prevengdo ativa da nova situacdo. Assim, o comportamento
exploratério dependerd em grande medida do grau de novidade da situacdo, bem como outros
aspectos da experiéncia anterior do animal. Toda manipulagdo emocional relevante, como a
presenga de um estimulo aversivo ou atrativo, que reduz ou aumenta o medo (mecanismo
inibitério) seria de esperar, respectivamente, reduzir ou aumentar os niveis de exploracdo. (
KALUEFF et TUOHIMAA , 2004)

No mesmo modelo o pardmetro de imobilidade também diminuiu com a inje¢do de
formalina. A resposta de imobilidade postural varia em seus componentes, mas em geral é
caracterizado por uma auséncia de movimento e uma apatia em relacdo aos estimulos.
(ZAMUDIO, 2009). Neste modelo a estimulag@o na pata pode ser tamanha estressora que o
animal ndo conseguiu ficar indiferente em relacio ao estimulo. Este modelo ainda diminuiu o
nimero de comportamentos de Grooming.

O Grooming € um comportamento de cuidados com o corpo que estd representado na
maioria das espécies animais(FENTRESS, 1977; GREER e CAPECCI, 2003; SPRUUT et
alli., 1992).E € uma parte importante do repertério comportamental de roedores (BERRIDGE
e WHISHAW, 1992; BERRIDGE et alli.., 1987, VAN ERP et alli., 1995).Esse € altamente
sensivel a vdrios fatores estressantes, drogas psicotrépicas e manipula¢des genéticas (DUNN
et alli.., 1987; GERLAI et alli.., 1998; CHOLERIS et alli.., 2001; SPRUIT et alli.., 1992).
Em roedores, o grooming, desempenha um papel importante na adaptacdo comportamental ao

stress, incluindo comportamentos de lidar e de excitacio (EGUIBAR et alli.., 2003;
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KAMETANI, 1988; SACHS, 1988; SPRUNIT et alli.., 1992).
De fato, tem muito que se sabe que a atividade de grooming dos roedores geralmente pode ser
aumentada em duas situagdes opostas: de alta e baixa tensdo (KALUEFF, 2002; KATZ e
ROTH, 1979). "Grooming Conforto" € um ritual que ocorre como uma transi¢cdo do repouso
para a atividade, e sob condi¢des de estresse espontidneas (FENTRESS, 1977; KALUEFF,
2000; SPRUIT et al.,, 1992). Aqui observamos que como o grooming diminuiu com a
administracio do estimulo estressor, o grooming que significa conforto foi afetado.

A formalina na pata aumentou o nimero de comportamento de esconder a face
(hunched up), o nimero de mordidas na cauda, lambidas no chdo, niimero de bolo fecal, e as
vezes que come ou mexe no bolo fecal. Comportamentos esses que, apesar de ndo descritos
na literatura, em conjunto podem estar indicando um maior nivel de estresse e nocicep¢ao.

Os comportamentos de mordidas na cauda, lambidas no chdo ou mexer/comer os bolos
fecais podem ser vistos como comportamento de lidar, em inglés “Coping Behavior”. Estes
foram definidos como ‘“constantes mudangas cognitivas e comportamentais no esforco de
responder as demandas especificas, externas e / ou internas que sdo avaliadas como
exaustivas, ou excedendo os recursos da pessoa” (LAZARUS et alli.. 1984).

Estudos de correlagdo tém demonstrado que as respostas de lidar estdo associadas
tanto a curto como longo prazo no ajuste da dor cronica. (LINE ez alli., 1996; KEEFE et alli.,
1997; BOOTHBY et alli., 1999; DE GOOD et alli,.2001). Comportamentos de lidar com a
dor se mostraram relacionados com medidas de intensidade da dor, afli¢do emocional, funcio
fisica, estado de invalidez e outras varidveis psicossociais. Por exemplo, o uso de mudltiplas
estratégias de lidar com a dor tem sido inversamente correlacionado com incapacidades e
deficiéncias (GIL et alli.,.1993, MARTIN et alli, 1996) e com disfungdes psicossociais

(JENSEN et alli., 1992).
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Uma medida composta que representa as respostas cognitivas de lidar com a dor
(identificado como "percepcdo de controle sobre a dor e pensamento racional") foram
significativamente associada com menos intensidade de dor (TOTA-FAUCETTE et alli.,
1993) e menores niveis de sofrimento e incapacidade (DOZOIS et alli., 1996; TAN et
alli.,2002). Em contraste, as respostas exageradas chamadas de catastrofismo (do inglés
catastrophizing) foram significativamente correlacionadas com a maior intensidade de dor,
angustia afetiva ( SULLIVAN et alli., 1995; UNRUH et alli., 1999; TAN et alli., 2001) e
incapacidade (MARTIN, et alli. 1996 ; GEISSER et alli., 1998). O catastrofismo tem sido
definido como uma orientagdo exagerada e negativa em resposta aos estimulos dolorosos,
uma ampliagdo do valor da ameaca do estimulo doloroso, e uma consciente incapacidade para
controlar a dor. (ROSENSTIEL, 1983; SULLIVAN 1999). O catastrofismo refere-se a maior
gravidade da dor em pacientes com artrite reumatéide (COVIC et alli.,2000; KEEFE, 1997) e
osteoartrite (KEEFE et alli., 2000 e 2004). Altos niveis de catastrofismo também estio
associados a dor mais intensa, mais generalizada e a perturbacdo emocional entre os
individuos com fibromialgia e esclerodermia (GRACELY, 2000).

Comparando os dois modelos observou-se que a formalina no joelho apresentou no
inicio do teste aumento da atividade exploratdria seguido por imobilidade até o termino do
experimento. Demonstrando que o nivel de nocicepg¢éo atingida no modelo de formalina no
joelho ndo impediu que o foco de atencdo do animal se mantivesse no ambiente e ndo na dor.
Ao contrario da formalina na pata, onde os niveis elevados de movimentos nociceptivos
demonstraram que o animal manteve se mais focado na pata afetada, principalmente na
segunda fase da formalina, que apresentou niveis muito baixos de imobilidade. Foi observado
em muitos estudos que o aumento da ansiedade com estimulos provocados pela dor, ou
administracdo de corticosterona (ZAMUDIO, 2005) aumentou a duracdo da imobilidade. Nas

aves ha ampla evidéncia de que o uso de estimulos estressores, antes ou durante a imobilidade
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torna mais provavel a sua existéncia e prolonga a resposta (FAURE et alli., 2003; ALTAM et
alli., 2005).

Dos comportamentos padronizados neste trabalho, o modelo de formalina no joelho
mostrou maior numero de bocejos, e maior nimero de esconder a face.

Ja o modelo de formalina na pata apresentou maior nimero de mordidas na cauda,
lambidas no chio, maior nimero de vezes que ingeriu ou mexeu no bolo fecal e também
maior nimero de bolos fecais. Todos esses comportamentos apareceram em niveis muito altos
de nocicepcdo, o que retoma a idéia de que s@o manifestacdes geradas pelo estresse da dor,
seriam estratégias ativas para o enfrentamento deste estado. Por outro lado, o esconder a face
pode ser uma estratégia passiva para contornar a dor. Estratégias ativas sdo definidas como
respostas adaptativas de enfrentamento (por exemplo, permanecer ocupado ou ativo), e
estratégias passivas sdo definidos como as ndo-adaptativas (por exemplo, permanecendo
imével). O lidar passivo tem sido associado a altos niveis de dor, incapacidade e sofrimento.
Em contrapartida, respostas ativas de lidar t€m sido correlacionadas com efeito positivo e
maior atividade locomotora (SNOW-TUREK et alli.,1996; TURNER et alli.1995; ZAUTRA
et alli.,,1995) . Além disso, estudos de correlagdo mostraram que respostas de lidar passivas
foram prendncios dos niveis de dor e subseqiiente incapacidade. (POTTER et alli. 1992 ;
TURNER et alli.1995).

O aumento no nimero de bolos fecais pode estar indicando que o modelo de formalina
na pata é mais estressante que no joelho, alguns estudos usam o bolo fecal para indicar
aumento nos niveis de corticosterona, hormonio expresso pelo estresse e ansiedade em ratos.
(LEPSCHY et alli.,2007; JANSEN et alli.,2009).

Interessantes consideragdes etolégicas surgem de uma andlise comparativa entre os
resultados atuais e os obtidos em diferentes contextos experimentais. Atividade exploratoria,

imobilidade e grooming representam os padrdes comportamentais descritos no hot-plate
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(CASARRUBEA, 2006; ESPEJO et alli,1992), campo aberto e hole-board
(CASARRUBEA, 2009). Se por um lado, cada um destes elementos nao difere a respeito de
diferentes contextos, a sua padronizacdo se distingue. Neste contexto experimental, a
necessidade de uma resposta de fuga rapida aos estimulos nociceptivos poderia explicar por
que grooming € raramente observado (CASARRUBEA, 2009, ESPEJO et alli.,1992). A
andlise comparativa dos resultados obtida em diferentes contextos experimentais sugere, de
acordo com Casarrubea (2009), que esse comportamento pode ser organizado de forma
modular, onde a padronizacio entre os elementos pode mudar dependendo da motivacio e
estimulos externos.

Além disso, a ausé€ncia de estresse induzindo analgesia no modelo de formalina no
joelho pode estar relacionada ao local diferente da injecdo de formalina. Conforme descrito na
introducdo, respostas nociceptivas evocadas por estimulos cutineos diferem de uma
provocada por estimulos em tecidos profundos. A discrepincia entre os modelos de
nocicep¢do em sua susceptibilidade a modulagdo pelo estresse é evidente ndo s6 nos
resultados do presente estudo, mas também nos efeitos parciais e transitorios analgésicos
encontrados em outros estudos, empregando o teste da formalina (AMIR e AMIT, 1979;

FUCHS e MELZACK, 1996; ALOISI et alli., 1998).

5.2. Segunda etapa, efeitos do pré-tratamento com midazolam

Benzodiazepinicos ansioliticos ou condi¢des ansiog€nicas t€m demonstrado causar
efeitos pré-nociceptivos e antinociceptivo em modelos de nocicepg¢éo cutdnea, (MARTINS et
alli.,2006). Curiosamente, ha também uma forte associacdo entre a ansiedade e a dor, que
pode ter manifestagdes contrarias. Estudos clinicos mostram que pacientes com altos niveis de
ansiedade experimentam dor elevada. Baer e colaboradores demonstraram que ratos muito
ansiosos apresentaram resposta mais baixa de dor a estimulos térmicos comparados com 0s
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ratos em um estado de baixa ansiedade (MARTINS er alli., 2006). Assim, a ansiedade
também pode levar a uma reducdo da experiéncia da dor.

No modelo de formalina na pata, a dose de 0,25 mg/kg de midazolam diminuiu o
nimero de eventos nociceptivos durante todo o periodo de segunda fase da formalina, em
relacdo ao controle, entretanto a dose de 1 mg/kg ndo diminuiu efetivamente o nimero de
eventos nociceptivos. J4 o modelo de formalina no joelho apresentou reducdo significativa
dos comportamentos nociceptivos, nas duas doses de midazolam utilizadas.

Chiba e colaboradores (2008), mostraram que midazolam administrado por via
intratecal teve efeito antinociceptivo tanto em estimulo térmico agudo quanto nocicepcdo
inflamatéria, enquanto midazolam administrado por via intraperitoneal tinha efeitos
antinociceptivos sobre o estimulo inflamatério, mas ndo na nocicep¢do térmica aguda em
ratos Sprague-Dawley.

O efeito de benzodiazepinicos dado sistemicamente em testes nociceptivos tem sido
inconsistentes. Estas drogas j4 foram descritas produzindo antinocicep¢do moderada, nenhum
efeito, ou mesmo um efeito pré-nociceptivo, com este dltimo resultado a ser corroborado pelo
efeito antinociceptivo induzido por um antagonista benzodiazepinico. ( GATCH, 1999;
PALAOGLU et alli., 1986; PANG et alli., 2001; SIEVE et alli., 2001; TATSUO et alli.,1999;
TONUSSI et alli., 1992; ZAMBOTTI et alli.; 1991).

Ja foi reconhecido que a nocicepcdo provocada nos tecidos cutdneos e profundos,
ativa diferentes regides na drea cinzenta periaquedutal e amigdala, estruturas que participam
do comportamento de ansiedade / medo e estdo envolvidas na ativagdo projecdes
modulatérias descendentes para a medula espinhal.( GAMEIRO et alli.., 2003; BOLLES et
alli.., 1980).

No modelo de formalina na pata a dose de 1 mg/kg, reduziu a exploracdo no ambiente,

e o rearing. Pode ser um indicio que a ansiedade de fato foi reduzida, € o ambiente ja ndo é
8 ]
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mais tdo aversivo. No entanto esses pardmetros ndo foram afetados no modelo de injecdo
articular. Como j4 foi discutido o comportamento exploratério de roedores é caracterizado
como um equilibrio entre a busca de novidades e evasao, e esta correlacionada com o nivel de
ansiedade (RODGERS, et alli.., 1997). Portanto, as variacdes de comportamento exploratorio
provavelmente refletem diferencas de enfrentamento do estresse entre os dois modelos
experimentais.

No comportamento de grooming, o fato de ele ter sido reduzido nos dois modelos com
o tratamento do midazolam também confirma a acfdo do ansiolitico, uma vez que um
comportamento intensificado de grooming também pode ser observado em resposta a
exposicdo a fatores estressantes (KALUEFF e TUOHIMAA, 2005) vérias regides parecem
estar envolvidas na regulagdo do grooming, incluindo o hipotidlamo, mostrando que os
elementos do gromming podem ser engatilhados por diferentes niveis de estresse (KALUEFF
e TUOHIMAA 2004; VAN ERP et alli.. 1995).. Como nesta situacio existe um componente
altamente estressor (inje¢do de formalina), o grooming visto como um comportamento de
lidar com a dor foi reduzido.

Um fato interessante surgiu no parametro da imobilidade onde a mesma dose de
Img/kg de midazolam, afetou de forma inversa os dois modelos. No modelo de formalina no
joelho, a imobilidade diminuiu, e no modelo na pata este parametro aumentou. Deixando mais
claro as diferencas entre os dois modelos. Com a reducdo dos niveis de ansiedade no
experimento, o modelo no joelho, onde a caracteristica mais marcante foi a imobilidade, e que
€ o que se encontra normalmente em outros estudos, diminuiu. E o tratamento com
midazolam conseguiu aumentar a imobilidade do modelo na pata, um dos indicios que este
modelo pode ser um bom modelo animal para os comportamentos de catastrofismo da dor

(catastrophizing behavior).
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Quanto aos comportamentos padronizados no estudo, o esconder a face aumentou na
dose de 0,25 mg/kg do ansiolitico no joelho e diminuiu na pata, seguindo o mesmo padrdo da
imobilidade, o que pode reforcar esse pardmetro. No modelo da formalina na pata, estes
achados parecem se correlacionar bem com os achados sobre a nocicepgao, pois a dose menor
do benzodiazepinico reduziu o comportamento nocifensivo assim como o de esconder a face.
E a dose maior ndo teve efeito sobre os dois comportamentos. No modelo de formalina no
joelho, a interpretacdo parece mais dificil. A dose menor aumentou o comportamento de
esconder a face, mas também diminuiu a incapacitagcdo. E a dose maior apresentou tendéncia
a diminuir o comportamento de esconder a face, mas também reduziu a incapacitacdo. Isto é
contrdrio a interpretagdo de que o comportamento de esconder a face seja diretamente
proporcional a nocicep¢do. Porém, hd de se ressaltar que nesta etapa do estudo, os animais
controle com formalina no joelho apresentaram um nimero de comportamentos de esconder a
face bem menor, e em um periodo mais tardio do teste, do que o que havia sido observado na
primeira etapa. Isto poderia estar afetando a expressio dos efeitos do fiarmaco. O
comportamento de lamber o chdao no modelo da pata (dose de 1 mg/kg) diminuiu em relacdo
ao controle. E os outros comportamentos mesmo ndao apresentando significancia variaram
com a administracdo do midazolam, o que sugere de fato uma correlagdo com o componente
estressor gerado pela dor.

Quanto a defecag@o, no modelo de fomalina no joelho foi observado uma tendéncia
em diminuir com a propor¢do de dose administrada. O aumento da defecacdo foi a primeira
medida de emotividade proposto por Hall em 1934, mas raramente é considerado como indice
de ansiedade em estudos farmacolégicos (PRUT et alli., 2003; RAMOS et alli., 1998). No
entanto, os presentes resultados sugerem uma correlagdo entre a defecacdo e as medidas

classicas de ansiedade nesse modelo.
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6. Conclusao

O presente estudo permite sugerir que o modelo de nocicep¢do por formalina intra-
articular é menos ansiogénico para o animal do que o tradicional método de formalina
injetada na pata traseira. O efeito do fAirmaco ansiolitico parece apoiar essa sugestdo, quando
reduz os comportamentos relacionados a ansiedade, mais presentes no modelo da pata. Esta
diferenca pode ter implicagdes muito importantes para o estudo da dor e do efeito de farmacos
analgésicos, pois sugere também que os fatores emocionais e talvez a prépria nocicepgio
originados pela formalina na pata sejam proporcionalmente muito mais elevados do que
aqueles respectivamente observados em pacientes humanos em geral. Porém se o modelo de
formalina no joelho pode ser mais adequado para a compreensido dos mecanismos envolvidos
na dor clinica em geral, que envolvem patologias musculo-esquelético, o modelo de formalina
da pata, justamente por sua caracteristica mais ansiogénica, pode ser mais adequado para o
estudo de mecanismos e avaliagdo de farmacos voltados para as dores que geram emotividade
exagerada, como o catastrofismo, por exemplo. Finalmente, este estudo permitiu caracterizar
que comportamentos ocorrem de forma mais especifica em cada modelo, e possibilita que no
futuro possamos de forma pritica avaliar ndo apenas o componente sensorial da dor (a
nocicep¢do), mas também alguns componentes perceptuais, que podem estar caracterizando o
estado emocional dos animais frente a esta nocicep¢@o. Ou seja, estamos mais proximos de
avaliar realmente a dor em animais e sua modifica¢do por drogas, melhorando a preditividade

da investigacdo pré-clinica deste fendmeno.
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