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Resumo da Dissertacao

Fundamento: Os modelos experimentais para avaliacdo e mensuracdo da dor,
em animais de laboratdrio, envolvem preparacGes cruentas, tais como, a injecéo
intracisternal de substancias irritantes ou microinjecbes de farmacos nas regides
intracerebrais. No estudo da dor, h& a necessidade do animal permanecer consciente,
pois é através das alteracdes no comportamento do animal que a intensidade da dor é
avaliada. O modelo desenvolvido por Valenca et al.(2005) consiste em um método,
cujas vantagens sdo a simplicidade e a utilizacdo de animais ndo anestesiados e que se
movimentam livremente. Este método permite observar as varias mudangas no
comportamento do roedor, de maneira que a intensidade da dor ceféalica possa ser
mensurada. Esse modelo é uma adaptagdo do uso da formalina (indutor nociceptivo) na
regido do segmento cefalico do animal. Objetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar
a modificacdo do padrdo comportamental do animal apds o uso dos testes de injecdo de
formalina e de retirada da cauda imersa em agua aquecida, apds permanecerem privados
de &gua (desidratados). Um segundo objetivo foi analisar as alteragdes eletroliticas e
bioquimicas durante o periodo em que 0s animais permaneceram desidratados.
Métodos: Para a primeira fase do experimento, solu¢bes de formalina foram injetadas
na regido frontal subcutanea dos animais. Em seguida, analisamos as alteracGes do
comportamento do animal, em consequéncia da presenca de dor na regido cefalica, tais
como: cogar a cabeca, balancar a cabeca, vocalizacdo e agitacdo. Na segunda fase do
experimento, o método escolhido para avaliar o limiar de resposta a dor foi o teste de
retirada da cauda apOs ser aplicado um estimulo térmico nociceptivo. Neste
procedimento foi observada a resposta de retirada da cauda do animal quando imersa
em um recipiente com &gua, cuja temperatura era mantida continuamente a 50°C
(celcius). Resultados: Evidenciamos um aumento da alteragcdo comportamental em
resposta a dor (nimero de vezes que o animal coca a cabeca — CC/minuto) mais
acentuada nos animais desidratados em relacdo ao outro (CC/min = 73.02 + 8.73, n =
12 vs 27.43 + 2.19, n = 12). Na segunda fase do experimento do experimento
verificamos que a periodo de laténcia da dor tinha sido reduzido no grupo desidratado
(Tempo de laténcia (s) = 1.32 £ 0.1, n = 12 vs 3.65 + 0.12, n = 12). Além disso,
observamos que no grupo de animais desidratado a hemoconcentracdo (Ht = 50,83 +
1,31 vs 32,75 + 3,08, Hb = 13,53 + 0,5 vs 10,08 + 0,9 ) e a osmolalidade ([Na'] =
172,41 + 10,8 vs 147,91 + 8,43; [K'] = 5,77 £ 0,2 vs 5,21 + 0,55; [Ca™] = 11,8 + 0,59
vs 12,1 + 0,6) interferiram no comportamento da do dor animal. Conclusdo: Os nossos
resultados sugerem que a privacdo hidrica (desidratagdo) em animais de laboratério
induzem alteragdes na hemoconcentracdo e na osmolalidade plasmatica e estas podem
estar associadas as alteracfes comportamentais da resposta da dor cefalica, bem como
reducdo do periodo de laténcia da dor.

Palavras-chave: privagéo hidrica, dor cefalica, modelos experimentais.



Dissertation Abstract

Background: The experimental models for evaluation and to measure pain, in
laboratory animals, involve painful preparations, such as, the intracisternal irritating
substance injection or microinjections of medicins intracerebral. In the study of pain,
has the necessity of the animal to remain consciencious, therefore it is through the
alterations in the behavior of the animal that the intensity of pain was evaluated. The
model developed by Valenca et al., compared with the previous models, consists of a
method, whose advantages are the simplicity and the use of animals not anesthesiate
and that they are put into motion freely. This method allows to observe the some
changes in the behavior of the rodent, thus the intensity of headache pain can be
measure. This model is an adaptation of the use of the formalin test in the region of the
head segment of the animal. Objectives: The objective of this study was evaluate the
modification of the behavior of the animal after the use of the formalin test and
withdrawal of the tail after to remain private of water (dehydrated). As an objective one
was to analyze the electrolytic alterations and biochemists during the period where the
animals had remained dehydrated. Methods: For the first phase of the experiment,
formalin solutions had been injected in the subcutaneous region frontal of the animals.
We analyze the alterations of the behavior of the animal, in consequence of the presence
of pain in the head region, such as to beat the head, to balance the head, vocalization
and agitation. In the second phase of the experiment, the chosen method to evaluate the
reply threshold pain was the test of withdrawal of the tail after to be applied a
nociceptive thermal stimulation. In this protocol the reply of withdrawal of the tail of
the when immersed animal in a container with water was observed, whose temperature
was kept continuously 50°C (celcius) during some hours. Results: We evidence an
increase of the measure alteration (number of times that the animal beat the head -
CC/minute) accented in the animals dehydrated in relation to the other (CC/min = 73.02
+8,73. n =12 versus 27.43 + 2,19. n = 12). In the second phase of the experiment of the
experiment we verify that the period of latency of pain had been reduced in the
dehydrated group (Time of latency (s) = 1.32 + 0,1 n = 12 versus 3.65 £ 0,12 n = 12).
Moreover, we observe that in the group of animals dehydrated the hemoconcentration
(Ht = 50,83? 1.31 versus 32,75? 3.08. Hb = 13,53? 0,5 versus 10,08? 0,9) and the
hiperosmolality ([ Na+ ] = 172,41 + 10,8 versus 147,91 + 843; [ K+ ] = 5,77 £ 0,2
versus 5,21 £ 0,55; [ Ca++ ] = 11,8 £ 0,59 versus 12,1 £ 0,6) they had intervened with
the behavior of the one of animal pain. Conclusion: Our results evidence that the water
deprivation (dehydration) the induced alterations in hemoconcentration and plasmatica
osmolality in laboratory animals had provoked measure alterations of the reply of head
pain, as well as reduction of the period of latency of pain.

Keywords: water-deprivation, headache, experimental models.
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Resumo

No estudo da dor, o desenvolvimento de instrumentos para avaliar e mensurar a dor
percebida ou referida tem desafiado cientistas e clinicos. Nesta tentativa alguns modelos
em animais foram desenvolvidos para estudar a dor. Os modelos experimentais para dor
na regido cefalica, em geral, envolvem preparac@es cruentas, necessitando que o animal
de laboratorio seja mantido inconsciente e anestesiado. O uso de um modelo com
animal consciente para avaliar a resposta a dor na regido cefalica foi realizado pela
primeira vez por Valenca et al.(2005). Relatos da literatura sugerem a existéncia de uma
relacdo entre a privacéo hidrica e as crises de dor cefalica em seres humanos. O objetivo
deste artigo foi abordar as alteracdes comportamentais dos animais de laboratério diante
das alteracGes da oferta hidrica e as suas respostas a dor, bem como o nivel de evidéncia
cientifica disponivel até a presente data. Foram utilizados artigos publicados em
periddicos cientificos nas bases de dados Medline, Lilacs e PubMed. Abordamos a
importancia da ingestdo adicional de dgua diaria, destacando os efeitos fisiologicos e as
alteragdes comportamentais diante da dor. Além disso, evidenciamos que este pode ser

um novo campo para intervencdes terapéuticas nos estudos sobre a dor.

Palavras-chave: privagéo hidrica, dor cefalica, modelos experimentais.



Abstract

In the study of pain, the development of instruments to evaluate and to measure
perceived or related pain has been challenge scientists and physicians. In this attempt
some models in animals had been developed. The experimental models for pain in the
head region, in general, involved painful preparations, needing that the laboratory
animal was been anesthetized. The use of a model with wake up animal to evaluate the
reply to pain in the head region was carried through for the first time by Valenca (2005).
Stories of literature suggest the existence of a relation between the water privation and
the attacks of head pain in human beings. However, it has few studies scientific
controlled and randomized in laboratory animals. The objective of this article of
revision was to approach the changes behavior of the laboratory animals and of the
human beings ahead of the changes of it offers water and its answers pain, as well as the
level of available scientific evidence until the present date. Periodic articles had been
used published in scientific in the databases Medline, Lilacs and PubMed. We approach
the important of the additional daily water ingestion, detaching the physiological effect
and the behavior changes ahead of pain. Moreover, we evidence that this can be a new

field for therapy interventions in the studies of pain.

Keywords: water-deprivation, headache, experimental models.



Introducéo

No estudo da dor, o desenvolvimento de instrumentos para avaliar e mensurar a dor
percebida tem desafiado cientistas e clinicos (Katz et al, 1999). Embora a dor seja
subjetiva, é possivel quantificar e entender seus mecanismos fisiopatoldgicos. Nesta
tentativa, alguns estudos em animais estdo sendo desenvolvidos. A mensuragéo
refere-se a um nimero (valor) e esté associado a intensidade da dor. A avaliagdo
descreve as informagdes sobre a dor, seu significado e seus efeitos subjetivos (Sousa
et al, 2005). Juntas, a avaliagcdo e a mensuragdo constituem o processo de coleta das

informacdes sobre a dor.

O livro de Melzack (1973), intitulado “The Puzzle of Pain”, reflete a complexidade
das sensacdes e experiéncias dolorosas. Atualmente, muitos sdo os esfor¢cos

cientificos para o estudo do alivio da dor. Ela pode ser descrita como uma resposta
fisioldgica decorrente de um estimulo mecanico, térmico ou quimico, caracterizada

por uma resposta sensorial.

Segundo o Instituto Norte-Americano de Salde, 100 (cem) milhdes de pessoas nos
Estados Unidos sofrem de dor crénica, custando 80 (oitenta) bilhdes de dblares
anuais, além de ter um impacto direto nos dias e horas de trabalho. No Brasil ha
poucos dados a este respeito, porém em Sao Paulo, em 1990, um mil duzentos e
setenta pacientes procuraram a Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto devido ao sintoma de dor de cabeca (Speciali JG et al., 1992). Entre
trés e seis por cento dos homens e entre treze e dezoito por cento das mulheres
apresentaram enxaqueca (um tipo de cefaléia) com certa regularidade. A qualidade
de vida do sofredor crénico de cefaléia esta comprometida, pois essas pessoas tém

maior incidéncia de dores no corpo e menor satude mental (Ferri-De-Barros et al,



1996). A enxaqueca tem sido considerada mais incapacitante que a depresséo,
osteoartrite, diabetes, hipertensdo e lombalgia. Além disso, 0 comprometimento da
vida profissional & marcado por maior nimero de faltas e limitacdo das atividades no

trabalho, devido & dor ou sintomas relacionados (Ferri-De-Barros et al, 1996).

Este estudo tem por objetivo analisar dados disponiveis na literatura acerca da
evidéncia cientifica entre a relagdo dos fatores causadores de dor, na regido cefélica,
em especial atencdo, as alteracdes provocadas pela baixa oferta de agua como fator

causal.

Metodologia

Para a realizacdo do presente artigo de revisdo foram consultadas as bases de
dados: Medline, Lilacs e PubMed, nos altimos 10 anos. Além dessas bases, artigos
antigos da década de quarenta também foram citados a partir de outros trabalhos
adquiridos inicialmente. Foram utilizadas todas as combinacdes entre as seguintes
palavras-chaves: privacao hidrica, dor, modelo experimental de dor, cefaléia, enxaqueca
e migranea. Utilizamos também os termos correspondentes na lingua inglesa:
deprivation water, pain, experimental model of pain, headache e migraine.

Foram analisados os artigos que atendessem aos seguintes critérios: fossem
enquadrados dentro dos propdsitos desta revisdo; estivessem escritos em lingua
portuguesa ou inglesa e estivessem disponiveis em formato impresso ou em arquivo

computadorizado.

Modelos experimentais de dor em animais de laboratoério



A avaliacao da resposta comportamental do animal apos um estimulo
doloroso reflete a intensidade da dor provocada. O uso da formalina (formaldeido
numa concentracao de 2,5%) injetada na pata do animal é um dos modelos mais
usados na inducéo da dor e inflamacéo (Valenca et al, 2005). Rato, camundongo,
gato e macacos foram algumas das espécies nas quais o teste da injecdo de formalina
foi realizada (Dubuisson D et al, 1977, Alreja M et al, 1984, Hunskaar S et al, 1985).
O uso de um modelo animal para avaliar a resposta a dor na regido cefalica foi
realizado pela primeira vez por Valenca e colaboradores (2005). Ele adaptou o
modelo cléssico de formalina utilizando a injecdo deste agente no segmento ceféalico.
A formalina como agente irritante, estimula diretamente receptores nociceptivos do
nervo trigémio (quinto par craniano) desencadeando um processo inflamatorio local
(Valencga et al, 1999). A modificacdo do padrdo comportamental do animal esta
diretamente relacionada com a dor sentida na cabeca (Valenga et al, 2005). Outro
teste também utilizado é o de imersdo da cauda do roedor, no qual a cauda € imersa
em um recipiente com &gua aquecida entre 48°C e 50°C (celsius). Este teste
determina o periodo entre a percepcao do estimulo térmico pelo animal e 0 momento
em que ele retira a cauda da &gua. Isto serve para quantificar o grau de analgesia. O
tratamento prévio do animal com drogas analgésicas, ou submeté-lo ao estresse de
imobilizacdo, aumenta o tempo em que a cauda fica em contato com a agua quente,
pois estes procedimentos induzem analgesia através do sistema opidide endégeno

(Valenga et al, 1999).

Os modelos experimentais para dor na regido cefalica, em geral, envolvem
preparagdes cruentas, necessitando que o animal esteja inconsciente e anestesiado.
Entre os modelos animais estdo: a injecdo intracisternal de substancias irritantes,

como a capsaicina, e posterior determinacdo da expressdo da proteina C-fos



(marcador da atividade neuronal) em areas encefalicas envolvidas no mecanismo de
dor e analgesia. Isto ocorre em neurénios do nucleo trigeminal caudalis (Idminas | e
I1), local aonde chegam as fibras finas tipo C ndo-mielinizadas de origem meningeal
(Cuter FM et al, 1996). O outro modelo é o de microinjecdes de faramacos

intracerebrais desenvolvido por Levy et al (2003).

Modelos experimentais de dor em Humanos

Em seres humanos, a dor originada nas meninges e partes moles da cabeca
(cefaléia) pode ser provocada pela ativacdo nociceptiva do sistema trigeminovascular
(Goadshy et al., 1990). Os mecanismos fisiopatogénicos relacionados com as cefaléias
continuam a ser elucidados (Sanchez-Del-Rio et al., 2006). Neste sentido, Goadshy e
colaboradores (1990) demonstraram que durante as crises de enxaqueca havia liberacéo
de peptideos neurais vasoativos. Um dos mecanismos propostos determina que a
despolarizacdo de neurdnios causa liberacdo perivascular de neurotransmissores, tais
como a Neurocinina A (NA), a substancia P (SP) e o Peptideo Relacionado ao Gene da
Calcitonina (CGRP) no terminal noceptivo (Moskowitz et al., 1993). Isto provocaria
uma inflamag&o neurogénica estéril, com liberagdo de histamina e formacdo de edema

local (Buzzi et al, 1992, Limmroth et al, 1996,).

Baseado nas observacdes de Goadsby e colaboradores. (1990) a dosagem desses
neurotransmissores no sangue proveniente da veia jugular tem sido utilizada para
comparar a intensidade deste processo inflamatério nos vasos das meninges
(Ebersberger et al, 2001). A enxaqueca € um dos tipos mais comuns de dor cefalica

encontradas na pratica clinica. Muitos fatores podem precipita-la, dentre eles, estresse,



temperatura extrema, esforco fisico, periodos do ciclo menstrual e alteracdes do sono
(Urrila et al, 2006). A classificacdo atual dos varios tipos de cefaléias € baseada nos
fendmenos que conduzem ao seu surgimento (Headache Classification Subcommittee of
the International Headache Society, 2004). Relatos da literatura sugerem uma relacéo
entre a privacdo hidrica e o surgimento da crise de enxaqueca, também conhecida como
migranea (Blau et al, 2004; Blau et al, 2005). Bathia e colaboradores. (2006)
apresentaram um exemplo de enxaqueca que ndo somente era precipitada pela privacéo
hidrica, mas também era amenizada pela ingestdo de agua. Este estudo enfatiza a

importancia da homeostase hidrica em individuos enxagquecosos.

Dor cefélica (cefaléia e enxaqueca)

O estudo cientifico da enxaqueca teve inicio com Graham & Wolf (1938) na
década de quarenta, no qual relataram as estruturas sensiveis a dor no segmento
cefélico. Foi relatada, também nesse estudo a relacdo entre a vasodilatacdo da artéria
temporal superficial e a dor. Este estudo elucidou a importancia de fatores vascular
neste tipo de dor (cefaléia). Sicuteri, em 1959, relatou o efeito benéfico da metisergida,
um antagonista da serotonina, nas enxaquecas. A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-
HT) é um neurotransmissor excitatério que também atua no endotélio vascular como
vasodilatador (Houssay-A, 2004). O 5HT também participa na regulagdo do sono,
humor, do sexo e da dor (Sicuteri et al., 1959). Kimball e colaboradores (1960),
induziram cefaléia pela injecdo de reserpina (efeito vasodilatador) em pacientes
enxaquecosos. A reserpina diminue a concentracdo do célcio intracelular e inibe o
acpolamento acto-miosina da musculatura lisa do vaso, potencializando o efeito

vasorelaxante (Davies et al, 1995).



Alteracoes da osmololidade e dor

Kullmann e colaboradores (2002) evidenciaram que uma possivel canalpatia,
alteracdo nos canais i6nicos de sodio (Na*), potassio (K), e especialmente no canal de
calcio (Ca™), a nivel neuronal, podem estar relacionados com uma maior

susceptibilidade para o surgimento da dor em pacientes enxaquecosos.

Os ataques severos de vomitos durante a crise de enxaqueca podem levar a
uma perda excessiva de agua e eletrdlitos, e conseqientemente a uma desidratacéo
momentanea, criando assim, uma condi¢do de hiperosmolalidade (Blau et al, 2004). A
hiperosmolalidade com hipernatremia (aumento da concentracdo de sodio plasmatico)
ocorre devido ao decréscimo de &gua no organismo (desidratagdo), provocada, por
exemplo, pela privacdo hidrica (Houssay-B, 2004). A regulacdo do volume hidrico e da
tonicidade do organismo depende de ajustes na ingestdo e excre¢do de agua e de solutos
pelo organismo. O primeiro é controlado pelos centros da sede, localizados nas por¢des
medioventral e anterior do hipotdlamo (Houssay-B, 2004). A excrecdo de agua €
regulada pela agdo da vasopressina (horménio neurohipofisario, AVP) sobre os tubulos
distais e os ductos coletores do néfron. O AVP aumenta a permeabilidade deles a agua,
permitindo a reabsorcdo de agua ao longo de um gradiente osmotico e,
consequentemente, originando uma urina hiperosmética (Nielsen et al., 1995). A &gua
participa da maioria de processos fisioldgicos, 0 que a torna um dos possiveis fatores
envolvidos nos mecanismos deflagadores da dor cefalica (Chabriat et al, 1999). As
alteracGes de volume e de pressdo do liquido extracelular e perivascular, detectadas

pelos mecanorreceptores (distensdo dos vasos), também constituem um importante



estimulo para desencadear respostas neuroendocrinas e comportamentais em relacdo a
dor (Houssay-C, 2004).

Na hipovolemia decorrente de uma hemorragia ou diarréia, por exemplo, a
reducdo do volume plasmatico ou da pressdo arterial, ativa 0s osmorreceptores e
baroreceptores periféricos. Estas células sdo sensiveis a alteracdes na tonicidade do
liguido extracelular e transmitem informacdes ao SNC por vias aferente vagais e
glossofaringea para o ndcleo do trato solitdrio (NTS) e outros neurdnios da regido
ventrolateral do bulbo (VLM) no tronco encefalico, que por sua vez, por meio de vias
multissinapticas conectam-se as areas prosencefalicas e a neurbnios magnoceulares
hipotalamicos do SON e principalmente do PVN (Ferguson. & Renaud, 1986),
promovendo a inducdo da sede e a liberacdo de vasopressina (Cunningham et al., 2004).
Além disso, ha um aumento da atividade simpética, que é observado pelo aumento da
atividade do sistema renina-angiotensina (SRA) responsaveis pela reabsorcao tubular
renal de sddio (Swanson e Mogenson, 1981).

Os principais estimulos que induzem a producdo de renina via renal é a
reducdo da pressao de perfusdo da artéria renal, a diminuicdo do contetdo de sédio que
alcanca as células da mécula densa dos rins e a estimulago da inervacdo simpética renal
(Cunninghan e Sawchenko, 1991). A renina existe na circulacdo sanguinea na sua forma
inativa (pro-renina), e sua transformacdo em renina é favorecida pela calicreina renal.
Na presenca do angiotensinogénio, enzima sintetizada principalmente pelo figado, a
renina é convertida em angiotensina-I, e este, por sua vez, ao passar pelos pulmdes é
convertida a angiotensina-1l (ANG-I1) pela enzima conversora de angiotensina (ECA)
(Fitzsimons et al, 1998). Os niveis aumentados de ANG-II no plasma promovem uma
vasoconstricdo periférica e estimula a sintese de aldosterona, que juntamente com a

propria ANG-II, reduzem a eliminac&o de sddio na urina, ajudando a restaurar o volume



e a pressdo sanguinea (Houssay-C, 2004). A ANG-II circulante pode ser detectada por
neurdnios de algumas regides cerebrais, como o0 SFO, o OVLT e a AP, desencadeando
uma potente resposta comportamental, estimulando a ingestdo de agua e ao apetite para
0 sodio, como também induzir a secre¢do de vasopressina e ocitocina (Zagami, et al.,

1990, Cunningham et al, 2004).

Distribuicdo anatomica dos neurdonios osmoreceptores e
nociceptores
Os osmorreceptores centrais sdo neurdnios altamente especializados e capazes

de traduzir variacOes da pressdao osmotica e das concentracbes de ions, carboidratos e
proteinas no liquido cefalorraquidiano, osmolalidade liquérica (Weiss, M.L. & Hatton
G.L, 1990). Esses sinais elétricos ativam areas especificas do sistema nervoso central
(SNC) envolvidas no controle da percepcdo da dor (Houssay-D, 2004). Os
osmorreceptores estdo localizados nos 6rgdos circunventriculares (CVOs),
principalmente no 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), e em menor propor¢do
no 6rgdo subfornicial (SFO) localizado na regido antero-ventral do terceiro ventriculo
(AV3V) e, também, na area postrema (AP) do tronco cerebral (Houssay-C, 2004)..
Essas estruturas sdo areas desprovidas de barreira hematoencefalica, e sdo capazes de
detectar substancias presentes no liquido extracelular (Weiss, M.L. & Hatton G.L,
1990). A lamina terminal é uma estrutura do prosencéfalo que contém o SFO, o nucleo
mediano pré-6ptico (MnPO) e o OVLT, e possuem conexdes diretas com o nucleo supra
Optico (SON) e com o nucleo paraventricular (PVN) no hipotalamo (Cunningham et al,
2004). O hipotalamo também é a regido aonde chegam as vias aferentes da dor (Weiss,

M.L. & Hatton G.L, 1990).



A dor é um fendmeno complexo que inclui duas vias aferentes nociceptivas
(receptores da dor). A via neoespinotalamica conduz informagdes sensorio-
discriminativa da dor, tais como, ardor, queimacdo, pontada, localizacéo, intensidade e
duracdo. E a via paleoespinotalamcia conduz informacdo nocicepitiva de carater
afetivo-emocional, tais como, a percepcao desagradavel da dor (Houssay, 2004). As
aferéncias nociceptivas terminam em uma regido préxima da regido ventrobasilar do
tdlamo. O colrtex cerebral possui neurbnios que respondem a dor na érea
somatosensorial primaria (SI) (Houssay, 2004).. A lesdo localizada na area Sl, em
primatas, altera a detec¢do do estimulo nociceptivo, assim como a discriminagdo da
intensidade. Estudos realizados com tomografia de emissdo de positrons (PET), no ser
humano, mostraram que os estimulos dolorosos ativam a area Sl contralateral (Kenshalo

e Douglas, 1995).

Fatores deflagadores da dor

Ao analisar outros fatores precipitantes notadamente conhecidos da dor de
cabeca, muitos afetam a quantidade total de agua do corpo, em sua maior parte pela
perda de &gua, mais por outro lado, também pela retencdo de dgua. O estresse exdgeno
(e enddgeno), considerado como o disparador mais comum da cefaléia, induz uma
liberacdo do horménio adrenocorticotrofico, ACTH (Gaillard RC, 1987), tendo por
resultado a hipersecrecdo de glicocorticoides que conduzem a um desequilibrio de
diversos processos homeostaticos, incluindo o balango hidrico. O sono normal esta
associado com uma reducdo da excrecdo urinaria do sédio devido a um aumento
fisiologico da aldosterona no plasma (Rubin et al, 1978). Enquanto que a sua privagao

pode aumentar a concentragdo de aminoécidos (n-acetil-aspartato) presentes na agua da



regido occipital do cortex cerebral (Urrila et al, 2006). Isto sugere um hipohidratacao
celular relativa (desidratacdo neuronal) encontrada no cortex cerebral destas pessoas.
Uma grande ingestdo de etanol, em pessoas saudaveis, causa diurese alcool-
induzido, que é percebido pela diminuicdo nos niveis plasmaticos de vasopressina
(AVP) e na retencdo de agua (antidiurese), tendo por resultado alteracbes da
osmolalidade plasmatica (Taivainen et al., 1995). Baixas doses de ingestdo de alcool
induzem aumentos no pepitideo atrial natriurético plasmético (Gianoulakis et al, 1997).
Outros disparadores comumente citados, tais como, mudanc¢as do clima e exercicios
fisicos, estdo relacionados claramente a perda de &gua através da transpiracao
aumentada, e podem freqiientemente resultar em desidratagédo (Galloway et al, 1999).
Durante o ciclo menstrual hd& mudancas na osmolalidade do plasma, estando a
osmolalidade, significativamente, mais baixas na fase luteal do que na fase folicular
(Spruce et al, 1985). ConcentracOes elevadas de b-estradiol, usado para a contracepg¢ao
oral, aumentam a osmolalidade do plasma que ndo é compensada pelas respostas
fisiologicas (Stachenfeld et al, 1999). Alguns destes fatores precipitantes podem
também provocar as cefaléias tipo tensional (Chabriat et al, 1999), podendo ser
interpretados como uma causa da cefaléia. Qualquer que seja o estimulo deflagrador da
dor, toda a pessoa é suscetivel sofrer um ataque de enxaqueca se o estimulo for intenso
0 bastante (Blau et al, 1992). A manutencdo da homeostase hidro-eletrolitcia é essencial
para a maioria dos sistemas biolégicos, porque funcionam dentro de uma escala estreita
de osmolalidade plasmatica. Isto € relevante para células como 0s neur6nios, cuja
atividade é diretamente dependente de um gradiente idnico transmembranoso (Go,

1997).



Alteracgoes da ingestiao de agua e a dor
Spigt et al. (2005), observaram o possivel efeito do aumento da ingestao de agua

em pacientes portadores de cefaléia. Ele submeteu dezoito pacientes com cefaléia,
separados aleatoriamente, ao efeito de uma medicacdo placebo. Em seguida, ele
aconselhou que os pacientes bebessem adicionalmente 1.5 litros de &gua por o dia, por
um periodo de 12 semanas. As medidas desse efeito consistiram em um diario de
cefaléia de duas semanas. O resultado mostrou que houve reducéo na intensidade e na
duracdo da cefaléia em uma semana, porém ndo houve alteracdo no nimero de crises.
Em roedores, Sagar et al. (1988), demonstraram que quando 0s animais eram
submetidos a privacdo hidrica por 24 horas ou pela injecdo intra-cérbro-vascular com
salina hipertdnica (concentracdo de 3%), houve um aumento da expressao da proteina c-
Fos, sabidamente, conhecida como um marcador da atividade cerebral, apds a
estimulagdo dos neurbnios do nudcleo paraventricular (PVN) e nucleo supraoptico
(SON) do hipotadlamo, bem como houve um aumento da liberacdo de vasopressina
(AVP) e occitocina (OT) e estimulagdo da sede. Ficou evidente, que a estimulagdo
osmotica central gera uma série de respostas neurohormonais para restaurar a

osmolalidade do meio interno.

Consideracoes Finais
Os impactos das mudancas da ingestdo de 4gua na intensidade da resposta da dor

atuam dentro de um limite fisiologico estreito, que inicialmente podem ser
assintomaticos, mas posteriormente podem tornar-se sintomaticos em individuos mais
suscetiveis. Este pode ser um novo campo para intervencdes terapéuticas nos estudos
sobre a dor. Porém, ha necessidade de mais estudos cientificamente controlados e

randomizados tanto em humanos, com em animais de laboratério.
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Resumo

Fundamento: Os modelos experimentais para avaliacdo e mensuracdo da dor,
em animais de laboratdrio, envolvem preparacGes cruentas, tais como, a injecéo
intracisternal de substancias irritantes ou microinjecbes de farmacos nas regides
intracerebrais. No estudo da dor, h& a necessidade do animal permanecer consciente,
pois é através das alteracdes no comportamento do animal que a intensidade da dor é
avaliada. O modelo desenvolvido por Valenca et al. consiste em um método, cujas
vantagens sdo a simplicidade e a utilizacdo de animais ndo anestesiados e que se
movimentam livremente. Este método permite observar as varias mudangas no
comportamento do roedor, de maneira que a intensidade da dor ceféalica possa ser
mensurada. Esse modelo é uma adaptagdo do uso da formalina (indutor nociceptivo) na
regido do segmento cefalico do animal. Objetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar
a modificacdo do padrdo comportamental do animal apds o uso dos testes de injecdo de
formalina e de retirada da cauda imersa em agua aquecida, apds permanecerem privados
de &gua (desidratados). Um segundo objetivo foi analisar as alteragdes eletroliticas e
bioquimicas durante o periodo em que o0s animais permaneceram desidratados.
Métodos: Para a primeira fase do experimento, solu¢fes de formalina foram injetadas
na regido frontal subcutdnea dos animais. Em seguida, analisamos as alteracGes do
comportamento do animal, em consequéncia da presenca de dor na regido cefalica, tais
como cocar a cabeca, balancar a cabeca, vocalizagdo e agitacdo. Na segunda fase do
experimento, o método escolhido para avaliar o limiar de resposta a dor foi o teste de
retirada da cauda apOs ser aplicado um estimulo térmico nociceptivo. Neste
procedimento foi observada a resposta de retirada da cauda do animal quando imersa
em um recipiente com &gua, cuja temperatura era mantida continuamente a 50°C
(celcius). Resultados: Evidenciamos um aumento da alteracdo comportamental em
resposta a dor (numero de vezes que o animal coca a cabeca — CC/minuto) mais
acentuada nos animais desidratados em relagcdo ao outro (CC/min = 73.02 + 8.73, n =
12 vs 27.43 + 2.19, n = 12). Na segunda fase do experimento do experimento
verificamos que o periodo de laténcia da dor tinha sido reduzido no grupo desidratado
(Tempo de laténcia (s) = 1.32 + 0.1, n = 12 vs 3.65 + 0.12, n = 12). Além disso,
observamos que no grupo de animais desidratado a hemoconcentracdo (Ht = 50,83 +
1,31 vs 32,75 + 3,08, Hb = 13,53 + 0,5 vs 10,08 + 0,9 ) e a osmolalidade ([Na'] =
172,41 + 10,8 vs 147,91 + 8,43; [K'] = 5,77 £ 0,2 vs 5,21 + 0,55; [Ca*"] = 11,8 + 0,59
vs 12,1 +£0,6) interferiram no comportamento da do dor animal. Conclusdo: Os nossos
resultados evidenciam que privacdo hidrica (desidratagdo) em animais de laboratério
induziram alteracdes na hemoconcentracdo e na osmolalidade plasmatica e estas podem
estar associadas as alteragdes comportamentais da resposta da dor cefalica, bem como
reducdo do periodo de laténcia da dor.

Palavras-chave: privacdo hidrica, dor cefalica, modelos experimentais.



Abstract

Background: The experimental models for evaluation and to measure pain, in
laboratory animals, involve painful preparations, such as, the intracisternal irritating
substance injection or microinjections of medicins intracerebral. In the study of pain,
has the necessity of the animal to remain consciencious, therefore it is through the
alterations in the behavior of the animal that the intensity of pain was evaluated. The
model developed by Valenga et al., compared with the previous models, consists of a
method, whose advantages are the simplicity and the use of animals not anesthesiate
and that they are put into motion freely. This method allows to observe the some
changes in the behavior of the rodent, thus the intensity of headache pain can be
measure. This model is an adaptation of the use of the formalin test in the region of the
head segment of the animal. Objectives: The objective of this study was evaluate the
modification of the behavior of the animal after the use of the formalin test and
withdrawal of the tail after to remain private of water (dehydrated). As an objective one
was to analyze the electrolytic alterations and biochemists during the period where the
animals had remained dehydrated. Methods: For the first phase of the experiment,
formalin solutions had been injected in the subcutaneous region frontal of the animals.
We analyze the alterations of the behavior of the animal, in consequence of the presence
of pain in the head region, such as to beat the head, to balance the head, vocalization
and agitation. In the second phase of the experiment, the chosen method to evaluate the
reply threshold pain was the test of withdrawal of the tail after to be applied a
nociceptive thermal stimulation. In this protocol the reply of withdrawal of the tail of
the when immersed animal in a container with water was observed, whose temperature
was kept continuously 50°C (celcius) during some hours. Results: We evidence an
increase of the measure alteration (number of times that the animal beat the head -
CC/minute) accented in the animals dehydrated in relation to the other (CC/min = 73.02
+8,73. n =12 versus 27.43 £ 2,19. n = 12). In the second phase of the experiment of the
experiment we verify that the period of latency of pain had been reduced in the
dehydrated group (Time of latency (s) = 1.32 + 0,1 n = 12 versus 3.65 £ 0,12 n = 12).
Moreover, we observe that in the group of animals dehydrated the hemoconcentration
(Ht = 50,83? 1.31 versus 32,75? 3.08. Hb = 13,53? 0,5 versus 10,08? 0,9) and the
hiperosmolality ([ Na+ ] = 172,41 ? + 10,8 versus 147,91 + 8,43; [ K+ ] =5,77 £ 0,2
versus 5,21 + 0,55; [ Ca++ ] = 11,8 £ 0,59 versus 12,1 £ 0,6) they had intervened with
the behavior of the one of animal pain. Conclusion: Our results evidence that the
induced hemoconcentration and hiperosmolality for the water deprivation (dehydration)
in laboratory animals had provoked measure alterations of the reply of head pain
(algesy), as well as reduction of the period of latency of pain (endogenous analgesy).

Keywords: water-deprivation, headache, experimental models.



Introducéo

Os modelos experimentais para avaliacdo e mensuragdo dor, em animais de
laboratdrio, envolvem preparacgdes cruentas, tais como, a injecéo intracisternal de
substancias irritantes ou microinjecdes de farmacos intracerebrais. ) No estudo da
dor, ha a necessidade do animal permanecer consciente, pois € através das alteragdes
no comportamento do animal que a intensidade da dor é avaliada. Em seres humanos,
os estudos tém demonstrado que durante o surgimento da dor, na regido cefalica, ha
alteracdes do fluxo sangiineo cerebral. Isso inclui os trabalhos de Woods et al @ e de
Weiller et al @, nos quais demonstraram, pela primeira vez, a provavel existéncia de
uma area responsavel pela percepcéo da dor, no tronco cerebral. Flippen & Welch®,
através da ressonancia magnética, evidenciaram alteracdes especificas no cérebro de
pessoas que sofriam de enxaqueca. Isto foi confirmado posteriormente com outras

técnicas de imagem cerebral. ©

Akermam e Goadshy® através da canulacio microscopica, das artérias
meningeais de ratos, desenvolveram um modelo para estudar alteracfes nas pressoes
arteriais envolvendo os vasos das meninges. Moskowitz et al.(” ao estimularem o
nervo trigémio (V par craniano) induziram vasodilatacdo e extravasamento de
plasma, com liberacdo de substancias vasoativas no cérebro (Neurocinina A,
Substancia P o Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina, CGRP). O CGRP e a
SP podem ser considerados “marcadores” da atividade trigeminal e sua deteccéo

indica a ativacéo do sistema trigemiovascular.®

O modelo desenvolvido por Valenca et al.”), comparado com os modelos

anteriores, consiste em um método, cujas vantagens sdo a simplicidade e a utilizagéo de



animais ndo anestesiados e que se movimentam livremente. Este método permite
observar as varias mudancas no comportamento do roedor, de maneira que a intensidade
da dor cefélica possa ser mensurada. Esse modelo € uma adaptacdo do uso da formalina
(indutor nociceptivo) na regido do segmento cefélico do animal. A formalina, como
agente irritante, estimula diretamente receptores nociceptivos do nervo trigémio, além
de desencadear um processo inflamatério local. A modificacdo do padréo
comportamental do animal induzida pela formalina esta relacionada com a dor (algesia)
sentida na cabeca do roedor. Outro teste utilizado por Valenca é o teste de retirada da
cauda do animal (tail flick response test). Este por sua vez, diferentemente do teste de
formalina é utilizado para quantificar o grau de analgesia, induzida pela liberacdo de
opi6des endégenos.™
Animais privados, durante vinte quatros horas, de ingerirem &agua
demonstraram um aumento da expressdo da proteina c-Fos (marcador da atividade
neuronal) nos neurdnios do ndcleo paraventricular (PVN) e nicleo supraoptico (SON)
do hipotalamo.®™ Além disso, houve um aumento da liberacdo de vasopressina (AVP) e
occitocina (OT), neuropeptideo que também participa na resposta da analgesia
enddgena. Estes achados evidenciam que a estimulacdo osmoética central gera uma série
de respostas neurohormonais que podem influenciar no comportamento da dor.™ Ao
analisar este e outros fatores notadamente conhecidos pela deflagracdo da dor de
cabeca, as alteracbes da quantidade total de agua do corpo, através da perda de agua ou
pela retencdo de &gua, podem influenciar nas respostas de algesia (percepcao da dor) e
analgesia (alteracdo do sistema opidide enddgeno).
O objetivo deste trabalho foi avaliar a modificagéo do padrdo comportamental
do da dor ap6s o uso dos testes de formalina e de retirada da cauda, em roedores

privados de agua (desidratados). Um segundo objetivo foi analisar as alteracdes



eletroliticas e bioquimicas durante o periodo em que 0S animais permaneceram

desidratados.

Método

Populagédo

Nos experimentos foram usados ratos wistar, adultos, machos, com 350-380 g de
peso corporal do Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE. O experimento
foi conduzido conforme normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Etica em
Experimentacdo Animal) e sobre a orientacdo do Comité de Etica em Pesquisa do

Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (Protocolo nimero: 23076.003243/2006-15).

Desenho do estudo
Foram avaliados dois grupos de animais, avaliados em dois momentos:
1. Grupo NH (normohidratado) — no qual foi injetado formalina
(concentracéo de 2,5%, n = 12) na regido frontal subcutanea;
2. Grupo D (desidratado por 24 horas) — no qual foi injetado formalina
(concentracdo de 2,5%, n = 12) na regido frontal subcutanea.

Para a primeira fase do experimento, soluces de formalina foram injetadas na
regido frontal subcutanea dos animais. Analisamos as alteracdes do comportamento do
animal em resposta da presenca de dor na regido cefalica, tais como cocar a cabeca,
balancar a cabeca, vocalizacao e agitacdo. Esses animais foram acompanhados por uma
hora. Apos a injecdo, os resultados foram quantificados como o ndmero de vezes que 0

animal cocou a cabeca (CC) / pelo tempo de observacdo. Pretendiamos analisar a dor



cefalica produzida pela formalina e saber qual o efeito que a privacdo de dgua exerceria

entre os grupos (Figura 1).



Figura 1. Teste de formalina em ratos e da resposta comportamental da dor

apresentada pelo animal (direita e esquerda).



Na segunda fase do experimento, o teste de retirada da cauda foi o método
escolhido para avaliar o limiar de resposta a dor, ap6s ser aplicado um estimulo térmico
nociceptivo na cauda do rato. Neste procedimento foi observada a resposta de retirada
da cauda do animal quando imersa em um recipiente com agua, cuja temperatura era
mantida continuamente a 50°C (celcius). A técnica consistia na imersdo da cauda do
rato e cronometrar o tempo de permanéncia dentro da agua até ser observada a elevagdo
da cauda fora da agua. Por motivo de seguranca do animal, o teste da cauda era
interrompido no caso do tempo ultrapassar mais de 20 segundos. Comparamos nessa
segunda fase o tempo de laténcia da retirada da cauda imergida em agua aquecida a
50°C, no grupo que recebeu permaneceu privado de dgua e no grupo que recebeu agua
livre (Figura 2). Durante os testes seguimos as recomendacgdes da International

Association for the Study of Pain.*?

Variaveis analisadas
Avaliacdo da algesia e analgesia enddgena
1. Numero de vezes que o animal coca a regido frontal da cabeca no
intervalo de tempo (CC/minutos)
2. Tempo de retirada da cauda apds imersdao em agua aquecida (Tempo

de laténcia — segundos).

Avaliacdo das alteragdes da osmolalidade plasmatica induzidos pela
privacao hidrica
1. Concentragdo plasméatica de sédio (mmMol/L), potassio (mmMol/L),
calcio (mmMol/L), bicarbonato (HCO3 — mmMol/L), Hematdcrito (Ht

%), e Hemoglobina (Hb).



Figura 2. Teste imersdo da cauda em ratos e o monitoramento continuo da

temperatura da agua (direita e esquerda).



Bioquimica sanguinea

Os ratos foram submetidos a coleta de amostras de 0.5 mL de sangue venoso na
regido periorbital do globo ocular e pericardica. Em seguida, o material foi levado ao
gasometro e todos os valores dos eletrolitos e bioquimicos foram processados. Os
animais foram submetidos a eutanasia com uma mistura de 50% de Cloridrato de
Xelasina (50mg/100mL) e 50% de Cloridrato de Ketamina (2g9/100mL), além de uma

overdose de Pentobarbital intraperitoneal.

Anélise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo. Na avaliacdo das
diferencas estatisticas utilizou-se o teste t ndo pareado, para as amostras homogéneas, e
0 teste de Mann-Wthiney, para as amostras ndo homogéneas. Foi considerada uma

diferenca significante do ponto de vista estatistico quando o p<0.05.

Resultados

Analise do nivel de desidratacédo e as alterages eletroliticas induzidas

pela privacéo hidrica durante o periodo de 24 horas

A desidratacdo induzida pela restricdo da oferta hidrica foi avaliada pelas
alteracGes nos niveis do hematocrito e hemoglobina (hemoconcentragdo). As alteracoes
da osmolalidade plasmatica (hiperosmolalidade) foram avaliadas através das
concentragdes plasmaticas de sodio, potassio, célcio (Ca™), bicarbonato (HCO3),
Glicose e Lactato. Os niveis de Cloreto (CI), proteinas e outros solutos encontrados no
plasma ndo foram aferidos. Ao correlacionarmos os valores das concentragdes

plasmaéticas dos ions sodio e potassio com a resposta comportamental da dor (CCP/min)



encontrada nos animais desidratados, evidenciamos uma tendéncia positiva, ou seja,
quanto maior foi a concentracdo dos ions sddio (Rpearsom > 0,3) e potassio (Rpearsom
> 0,4) no plasma, maior era a resposta comportamental da dor apresentada pelo animal
(Gréficos 1 e 2). Essa correla¢do néo foi evidenciada nos outros ions e solutos aferidos.

A tabela 1 ilustra os valores referenciais e os valores médios dos eletrélitos
([Na'] = 172,41 + 10,8 vs 147,91 + 8,43; [K'] = 5,77 £ 0,2 vs 5,21 + 0,55; [Ca""] = 11,8
+ 0,59 vs 12,1 + 0,6) e bioquimicos (Ht = 50,83 + 1,31 vs 32,75 + 3,08, Hb = 13,563 +
0,5 vs 10,08 + 0,9 ) encontrados nos grupos. Nos ratos desidratados os valores médios
da concentracdo plasmatica de sddio, potassio, hematocrito e hemoglobina foram
significativamente maiores que no grupo que recebeu agua livre. Estes resultados
mostraram que no grupo privado, durante o periodo de vinte e quatro horas, houve
hemoconcentragdo, com um aumento relativo de cinquenta e cinco por cento, 55% do
hematocrito, e aumento da osmolalidade de aproximadamente de dezesseis por cento,
16%, porém ndo houve diferencas significativas na glicemia e ndo houve alteracdes

significativas no PH sanguineo (acidose ou alcalose).

Avaliacdo da resposta da dor (algesia)

Na primeira fase do experimento comparamos 0 comportamento dos ratos que
receberam formlina estando privados de agua (desidratado) com os que receberam agua
livre. Evidenciamos um aumento da resposta comportamental da dor (nimero de vezes
que o animal coca a cabeca — CCP/minuto) nos animais desidratados em relacdo ao
grupo normohidratado de aproximadamente cento e sessenta e seis por cento, 166%

(CCP/min = 73.02 + 8.73, n = 12 vs 27.43 + 2.19, n = 12).(Gr4fico 3)

Avaliagdo da resposta da laténcia da dor (analgesia)



Na segunda fase do experimento verificamos que o periodo de laténcia da dor
tinha sido reduzida no grupo desidratado (Tempo de laténcia (s) = 1.32 £ 0.1, n = 12 vs

3.65+0.12, n = 12). (Graéfico 4)

Discussao
O presente estudo evidencia que a desidratacdo induziu uma
hemoconcentragdo (aumento do hematdcrito e da hemoglobina) e uma
hiperosmolalidade plasmética (aumento das concentracdes de sodio e potassio), ver
tabela-1, sendo responsavel pelas alteracbes comportamentais da resposta da dor.
Comparativamente, estas alteracfes, também, poderiam estar envolvidas com
surgimento de dor de cabeca ou enxaqueca em pessoas mais susceptiveis. 7 % 49 Os
osmorreceptores centrais sdo neurdnios altamente especializados e capazes de traduzir
variacOes da pressdo osmatica e das concentragdes de ions, carboidratos e proteinas no
liquido cefalorraquidiano (osmolalidade liquorica). Essas estruturas sdo areas
desprovidas de barreira hematoencefélica, e sdo capazes de detectar substancias
presentes no liquido extracelular. Além disso, as conexdes neuronais dos
osmorreceptores convergem para areas hipotalamicas préximas das regifes na qual
também convergem as vias aferentes da dor. ©
Nossos resultados sugerem que a privagdo hidrica por um periodo de vinte
quatro horas estd relacionada com o aumento da resposta dolorosa refletida no
comportamento de ratos. Valenca et al. comparam o efeito de solugdo salina (controle)
com o efeito da formalina na regido cefalica de ratos. Os seus resultados evidenciaram
que a dor apresentava manifestacOes distintas: (a) um pico de atividade nos primeiros
dez minutos (periodo fasico da dor) e outro pico de atividade entre o décimo primeiro

(11) e o quinquagésimo (50) minuto (periodo tonico da dor). Essa mesma resposta foi



analisada apds as injecOes intraperitoneais de &cido acetil salicilico, AAS, e 0s
resultados demonstraram que inje¢cdes, no mesmo local, de solugédo salina ndo alteram o
comportamento da dor. ©) Nossos resultados corroboram, com os achados de Valenca et
al.®) sugerindo que a presenca de dor na cabeca alteraria areas do sistema nervoso
central (SNC) relacionados com a inducdo de mecanismos de algesia e analgesia
enddgenos. Y Além disso, nossos resultados sugerem que estes mecanismos podem
sofrer influéncia direta dos niveis de osmolalidade e hemoconcentragdo.®% % 34

A resposta potencializadora da dor provocada pela desidratacdo pode ser
responsavel pela alteracdo do padrdo de analgesia encontrado. Varios sdo 0s
mecanismos envolvidos na analgesia, entre eles encontramos a ocitocina, os opiddes
enddgenos e a melatonina.®® A beta-endorfina parece ser o principal neuropeptideo
envolvido com atividade analgésica, sendo 48 vezes mais potente do que a prépria
morfina, quando injetada intracerebalmente. ®*® Os neurdnios produtores de beta-
endorfina, localizadas no nicleo arqueado ou infundibular, projetam seus ax6nios
rostralmente para a regi&o periventricular e ndcleos paraventriculares. ®® > A regido da
substancia cinzenta periaquedutal apresenta uma concentracdo de beta-endorfina
consideravelmente elevada (maior que 4 ng/mg de proteina) quando comparada com 0
das outras regides extra-hipotalamicas, as quais foram sempre inferiores a 1 ng/mg de
proteina.™

Na década de 70, foi descrito que diferentes estimulos poderiam levar a uma
analgesia importante, tais como choques elétricos nas patas dos animais, rotacao
centrifuga e injecdo intrperitoneal de salina hipertonica. ¥ Por outro lado, algumas
condicBes estressantes classicas, como o vapor de éter e a oscilacdo horizontal, ndo
produzem analgesia. Indicando que a exposi¢do a uma situacdo de estresse por si s6 ndo

seria suficiente para se desenvolver uma condicdo de analgesia. © Além disso, foi



também observado que muitos destes estresses que provocavam analgesia nao eram
influenciados pelo tratamento com o antagonista opiaceo naloxona, sugerindo a
participacdo de sistemas ndo-opiodides. Tem sido demonstrado que estimulag&o elétrica
de 4reas especificas do cérebro resulta em analgesia. ““ Como também microinjecdes
de morfina em muitas areas do SNC, particularmente na &rea da substancia cinzenta
pariaquedutal, levam a profunda analgesia. A analgesia decorrente de estimulagéo
elétrica produz aumentos nos niveis de encefalina e beta-endorfina no liquido
cerebroespinhal (LCR). ™ Estes opidides enddgenos encontram-se elevados em
portadores de cancer, situagdo de sofrimento e estresse. 9 O sistema neural endégeno
também pode ser recrutado inconscientemente, isto ocorre nos casos de analgesia de
pacientes submetidos ao uso de placebo. ¥

O papel do occitocina no controle enddgeno da dor ndo estd completamente
elucidado. ® 2 Alguns estudos avaliaram os efeitos da occitocina e dos seus
antagonistas na resposta nociceptiva, usando modelos animais distintos, tais como rato e
cdo. ™ Em seres humanos, ha alguns estudos que sugerem que a occitocina possui
propriedades analgésicas ®® 2" 2% ) visto que outros ndo demonstraram a analgesia
induzida por este nonapeptideo. * %32 Se o occitocina aumenta o ponto inicial da dor
durante toda a ativacdo dos neurbnios do sistema opidide endégeno é também uma
controvérsia.

Lins et al.®® demonstraram que a occitocina causa analgesia nos ratos, e este
efeito foi abolido com naloxone, que é um blogueador do receptor opidide. A analgesia
foi avaliada usando o teste da imersdo da cauda (tail flick response test ) e a duracéo
média do tempo (s) de laténcia observada em animais do grupo controle (n = 80) foi de
4,8 + 0.2 segundos (100%, variando de 2 a 12 segundos). Ap6s a administracao

intraperitoneal de occitocina (1 mg.kg-1; 0.2 ml) era evidente que 10 minutos apds a



administracdo o tempo de laténcia tinha ultrapassado os 20 segundos (p<0,05).
Nenhuma diferenca significativa foi detectada ap6s 75 minutos da injecdo de occitocina
na analgesia. Por outro lado, o bloqueio dos receptores opidides realizado pelo naloxone
cancelou completamente a resposta induzida pela occitocina no tempo de laténcia da
dor, observada durante o teste de retirada da cauda. Isto indica que a occitocina causa
analgesia com a participacéo de opidides endégenos. ¢

Além dessa evidéncia, outro estudo mostra que submetendo roedores ao estresse
de imobilizagdo era possivel avaliar os efeitos sobre a analgesia apds a administracdo da
occitocina e do naloxone.®® A analgesia induzida pela imobilizacdo foi amplificada
pela administragdo do occitocina, que se tornou estatisticamente significativa em
quarenta minutos.*® Nos seres humanos, a dor lombar, aguda e cronica, causa um
aumento significativo da concentragdo do occitocina dentro do liquido cerebroespinhal e
do plasma. @ A occitocina adiministrada sistemicamente nio penetra no liquido
cerebrospinal ou no cérebro. Em porcos, somente dois a trés por cento da occitocina
administrada intraperitonealmente foram detectados no cérebro. ¥ Porém, sob uma
condicdo de estresse ou apos a injecdo de epinefrina hd uma permeabilidade aumentada
da barreira hematoencefalica aos peptides. ©*

O possivel papel do AVP na patogénese da dor cefalica durante a crise de
enxaqueca foi questionado por varios autores. (6 37 38 39,40, 41,42, 43, 44) 5 regy|tados
sugerem que o AVP ndo tem um papel na etiologia da dor da enxaqueca. Porém, ha a
possibilidade de que durante ataques severos de nausea haja a liberacdo do AVP, que
pode ser responsdvel pela a antidiurese e as anormalidades da coagulacdo
(hemoconcentracdo e predisposicao a formacdo de trombos) observada ocasionalmente

na enxaqueca.”



Todavia, em 153 pacientes com diferentes em crise de enxaqueca, a dor foi
reduzida em intensidade e duracdo em 87% dos casos e também o estado do
psicoemocional e capacidade de funcional melhorou, ap6s a administracdo de
vasopressina. ®® A eficacia terapéutica do vasopressina, e a simplicidade de sua
administracdo sem efeitos colaterais e complicacdes permitiram que se recomendassem
as drogas nos pacientes enxaquecosos, especialmente durante os ataques.®®

Spigt et al. “®, observaram o possivel efeito do aumento da ingestdo de 4gua em
pacientes portadores de cefaléia. Ele submeteu dezoito pacientes com cefaléia,
separados aleatoriamente, ao efeito de uma medicacdo placebo. Em seguida, ele
aconselhou que os pacientes bebessem adicionalmente 1.5 litros de agua por o dia, por
um periodo de 12 semanas. As medidas desse efeito consistiram em um diario de
cefaléia de duas semanas. O resultado mostrou que houve reducdo na intensidade e na
duracdo da cefaléia em uma semana, porém ndo houve alteracdo no nimero de crises.
Em roedores, Sagar et al. (1988), demonstraram que quando 0Ss animais eram
submetidos a privacdo hidrica por 24 horas ou pela injecdo intra-cérbro-vascular com
salina hipertdnica (concentracdo de 3%), houve um aumento da expressao da proteina c-
Fos, sabidamente, conhecida como um marcador da atividade cerebral, apds a
estimulagdo dos neur6nios do nudcleo paraventricular (PVN) e nucleo supraoptico
(SON) do hipotadlamo, bem como houve um aumento da liberacdo de vasopressina
(AVP) e occitocina (OT) e estimulagdo da sede. Ficou evidente, que a estimulagdo
osmética central gera uma série de respostas neurohormonais para restaurar a
osmolalidade do meio interno.

Guedes et al., analisaram os efeitos das alteragcdes na composi¢éo iénica no meio
interno sobre a depressdo alastrante de Led0.*” A depressdo alastrante da atividade

elétrica cortical também é um modelo experimental utilizado para avaliar o



comportamento da dor em animais e foi definida pela primeira vez por Aristide Ledo em
1944.%® Em suas observacdes, em coelhos anestesiados, constatou que estimulos
elétricos e mecanicos, aplicados diretamente, a superficie cortical exposta, eram logo
seguidos por uma depressao, intensa e duradoura, da atividade do eletrograma no local
estimulado. A depressdo permanecia por 1 a 2 minutos ao fim dos quais 0s primeiros
sinais de recuperagdo comecam a aparecer. Decorridos vinte minutos, a atividade
elétrica inicial era estabelecida.

Outras manifestagcdes concomitantes a depressao da atividade elétrica é a reacdo
que ocorre nos vasos da pia-mater.*® Em coelhos, ha vasodilatacéo arterial que pode
ser observada mesmo sem o auxilio de lentes. Nas veias, examinadas ao microscépio,
vé-se que ha aumento da circulacdo sanguinea e 0 aumento da oxigenacdo local torna o
sangue com coloracdo semelhante ao do sangue arterial. Em outra espécie, como a
cobaia, a vasodilatacdo arterial pode ser seguida por um breve periodo de
vasoconstric¢do, ao longo da experiéncia. A diminui¢do da pressdo parcial de oxigénio
foi observada durante a depressdo alastrante.” Essa diminuicdo tem sido interpratada
como decorrente do maior consumo de oxigénio e é coerente com 0s resultados
experimentais que revelaram aumento de &cido latico e diminuicdo de glicose e
fosfocreatina no tecido cortical. “? Burns & Grafstein baseados no fato de que a
aplicacdo topica de cloreto de potdssio também deflagrava a depressdo alastrante,
postularam a hipétese de que o fon seria o responsavel pela propagacdo.®® 2¥ Em
sintese, o potéssio inicialmente liberado no espaco interneuronal durante intensa
atividade neuronal, despolariza neur6nios adjacentes; estes por sua vez, liberando
potéassio, acarretariam excitacdo de neur6nios contiguos e assim sucessivamente,
promovendo o alastramento da reacdo em regides cada vez mais distante do local de

origem.



Resultados de experiéncias de outros autores, entretanto, mostraram que
0 &cido glutamico, e outras substancias, topicamente aplicadas a superficie cortical, ndo
deflagram por si s6 a depresséo alastrante.*” Os diversos mamiferos utilizados para o
estudo da depresséo alastrante ndo sdo igualmente vulneraveis a reagdo, como ocorre
em ratos e coelhos que sdo animais lisencéfalos. Ocasionalmente, ha animais
girencéfalos (gato e macaco reso) em que o fendmeno se apresenta imediatamente apos
a exposicdo do tecido cortical. Ao analisar as alteragdes i0Gnicas sobre o fenémeno da
depressdo alastrante, Guedes et al. submeteram um grupo de coelhos a diélise peritoneal
durante intervalos de duas horas, induzindo altera¢cdes nos ions sodio, potassio e cloro.
Nos animais nao-dialisados, eles observaram que a concentragao do ion potassio no soro
sanguineo aumentou bastante, porém permaneceu inalterado no liquor. As
concentracdes dos demais fons ndo variaram consideravelmente.®”

Nos animais que foram dialisados, eles observaram que houve um maior
aumento da atividade elétrica cortical e que existia uma correlacdo entre a velocidade de
propagacdo e as concentracdes dos ions cloreto e sddio no liquor (p<0.005). Quanto ao
potéssio, ndo foi encontrada correlagdo no liquor (p>0.10). Em seguida, os animais
foram submetidos a reposicdo ibnica de cloreto de sodio, via venosa. Apds a
estimulacdo dos hemisférios cerebrais, observou-se que a depressdo alastrante foi
abolida. A reversdo total, em alguns animais, foi se estabelecendo gradualmente nos
primeiros trinta minutos, em média, apds a injecdo de cloreto de sodio. A anélise dos
resultados obtidos neste trabalho revelou que as alteracdes do meio interno produzidas
pela dialise peritoneal favorecem a incidéncia e a propagago da depresséo alastrante.™”
A privacdo hidrica, ou a baixa ingestdo diaria de &gua pode estar envolvida com 0s

mesmos mecanismos anteriormente apresentados. Inibindo o efeito analgésico e

potencializando as altera¢cbes comportamentais da dor percebida.



Considerac0es Finais

Os nossos resultados evidenciam uma possivel relagdo entre a privacao hidrica
(desidratacdo) e alteracdes na hemoconcentracao, osmolalidade plasmatica,
alteracGes comportamentais da resposta da dor cefalica e no periodo de laténcia da

dor.
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Tabela 1. Valores médios dos eletrélitos e bioquimica plasmatica de ratos

Valores Referenciais #

Valores encontrados

Sédio (mEg/L)
Potassio (mEg/L)
Célcio (mg/dL)
Glicose (mg/dL)
Bicarbonato (mEQ/L)
Lactato
Hematdcrito (%)
Hemaoglobina (g/dL)

135-155
4-8
5.3-13
50-138
NE
NE
35-49
11-18

Animal normohidratado de,g\irc]ilrglzldo
147,91 + 8,43 172,41 +10,8*
5,21+ 0,55 577 £0,2*
12,1+0,6 11,8+ 0,59
136,25+ 13,6 129,75+ 22
21,56 + 1,08 22,75 £ 0,5*
1,1+0,14 1,22 +0,23
32,75 + 3,08 50,83 +1,31*
10,08 + 0,9 13,53+ 0,51*

# Fonte: Hillyer, EV. Quesenberry, KE. Ferrets, Rabbits, and Rodents, Clinical Medicne and surgery. Ed.
Saunders, Philadelphia, Cap. 4, p.289-291; 1997

* p-valor <0,05.



Correlacao entre a [Na+] e a dor (CCP/min)
no animal desidratado
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Grafico 1. Correlagdo entre a concentracdo plasmatica de sodio e a resposta
comportamental da dor apresentada pelo animal desidratado. Valores médios + erro

padrédo. (Rpearsom>0,4).



Correlacao entre a [K+] e ador (CCP)
no animal desidratado
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Grafico 2. Correlacdo entre a concentracdo plasmatica de potadssio e a resposta
comportamental da dor apresentada pelo animal desidratado. Valores medios + erro

padrdo. (Rpearsom>0,3).



Comparacédo da dor cefalica entre os grupos
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Gréfico 3. Comparacado do comportamento dor cefélica entre o grupo Normohidratado
(NH) e o grupo desidratado (D) ap6s o teste de formalina. Valores médios + erro padréo.

(p<0,05).
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Graéfico 4. Comparacao da laténcia da dor cefélica entre o grupo Normohidratado (NH) e
0 grupo desidratado (D), apés a imersdo da cauda em &gua aquecida a 50°C. Valores
medios + erro padréo. (p<0,05).
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