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RESUMO

A dor, considerada manifestacdo “psicofisiologica” onde se integram sinais interpretados como
“desagradéaveis”, resulta de vital importancia dentre os mecanismos adaptativos nos mamiferos
devido ser o sistema de aviso dos danos tissulares. Diferentes fatores modulam esta especial
percepcao, tal ¢ o caso do ion magnésio e dos medicamentos Paracetamol e Clonazepam bem
como extratos de plantas que ao alterar a excitabilidade do sistema nociceptivo modulam a
percepcao dolorosa. A atividade motora somatica nos mamiferos depende dentre outros, de um
sistema aversivo e outro de inibicdo comportamental, onde diversos estimulos(sinais) podem
definir condutas motoras exploratdrias quanto de esquiva. Diversos fatores modulam esta
conduta por exemplo a distribui¢do i6nica em ambos os lados das membranas neuronais,
determinando assim diferentes niveis de excitabilidade neuronal do sistema motor somatico.
Objetivos: Determinar os tempos de reacdo ao calor nos animais de experimentacio
(camundongos) submetidos a diferentes doses de Cloreto de Magnésio (combinado ou ndo com
Paracetamol ou Clonazepam); Determinar os tempos de reacao ao calor nos animais submetidos
a tratamento com extrato hidroalcoolico a 30% da raiz de Eclipta alba; Determinar a acdo de
diferentes doses de Cloreto de Magnésio, Clonazepam bem como exercicio fisico (combinados
ou ndo) sobre a atividade motora em camundongos. Material e Métodos: Foram utilizados 144
camundongos Swiss machos adultos jovens, cronometro, analgesimetro, Cloreto de Magnésio
(MgCl,) hexahidratado, Paracetamol, Clonazepam e extrato hidroalcodlico a 30% obtido da raiz
de Eclipta alba. A analgesia foi determinada através do teste da “placa quente” sendo a atividade
motora avaliada através do teste do “campo aberto”. Resultados e Discussdo: A dose de
130mg/kg de Cloreto de Magnésio combinada ou ndao com Paracetamol induziu analgesia
provavelmente através da despolarizacdo dos sistemas nociceptivo e analgésico endogeno. A
suposta hiperpolarizacdo do sistema analgésico enddgeno ocasionada por Clonazepam
provavelmente bloqueou a atividade analgésica do Cloreto de Magnésio (130mg/Kg). E provavel
que as atividades antioxidante e inibidora da fosfolipase A2 por parte de polifenois e flavondides
respectivamente, junto a fenodis e mandelolactona, (inibidores estes das prostaglandinas),
encontrados todos nos extratos fluidos de Eclipta Alba (500 e 250 mg/kg), também tenham
induzido analgesia através da diminuicao na sinteses de prostaglandinas. As doses de 24,4 ¢ 27,7

mg de Mg/Kg induziram aumento da atividade motora nos animais de experimentacao



provavelmente devido a despolarizagdo parcial do sistema motor. As doses de 100 e 130 mg/Kg
de MgCl, combinadas com Clonazepam provocaram aumento da atividade motora devido talvez
a despolarizagdo neuronal, o Clonazepam combinado com atividade fisica (natacao)
potencializou a atividade motora, provavelmente através de mecanismos de plasticidade
neuronal. Conclusées: O Cloreto de Magnésio parece ter potencializado o efeito analgésico do
Paracetamol. Ja o Clonazepam na dose empregada (0.066mg/Kg), parece ter bloqueado o efeito
analgésico do Cloreto de Magnésio. Pelo menos parte do efeito analgésico do Cloreto de
Magnésio pode ser atribuido a acdo despolarizante sobre o sistema analgésico endogeno. O
extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de Eclipta alba mostrou atividade analgésica “per si”
comparavel com o efeito do Paracetamol entre 60 e¢ 120 minutos de prova. O Cloreto de
Magnésio combinado ou ndao com Clonazepam (0.066mg/Kg) provocou aumento na atividade
motora dos animais de experimentacdo. O Clonazepam (0.033mg/Kg) combinado com atividade
fisica provocou aumento da atividade motora provavelmente através dos mecanismos de
plasticidade neuronal.

Palavras chaves: Analgesia. Cloreto de Magnésio. Eclipta alba. atividade fisica. plasticidade

neuronal.



ABSTRACT

Pain, considered as a “psycho-physiological” concept where signs interpreted as
“uncomfortable” are integrated results of vital importance among the adapting mechanisms in
the mammals, due to being an alarm system of the tissue damages. Different factors module this
special perception, such as the magnesium and the Paracetamol, as well as the Clonazepam, as
plant stratum when altering the excitability of the nociceptive system moduling the pain
perception. The somatic motor activity in mammals depends on an aversive system and another
one of behavioral inhibition, where different signs may define the motor activity(exploratory and
avoidance). Different factors module this behavior, for instance, the ionic distribution in both
sides of the neuronal membranes, determining different excitability neuronal levels in the
somatic motor system. Objectives: To determine the reaction time to the heat in experimental
mice subject to different doses of magnesium chloride (combined or not with, Paracetamol or
Clonazepam) and hydro-alcoholic stratum, 30% of Eclipta alba dead root. To determine the
motor activity in experimental mice subject to different doses of magnesium chloride,
Clonazepam and physical activities combined or not. Material and Methods: 144 male Swiss
mice, stopwatch, analgesic-set, hexahydrated magnesium chloride, Paracetamol, Clonazepam
and hydro-alcoholic stratum, 30% of Eclipta alba dead root are used. The analgesic activity
was evaluated through the “hot plate” test and the motor activity was evaluated through the
“open field” test. Results and Discussion: 130mg/kg of magnesium chloride, combined or not,
with Paracetamol, induced analgesia, probably, through the partial depolarization of the
nociceptive and endogenous analgesic systems. The hiperpolarization of the endogenous
analgesic system, by clonazepam probably blocked the analgesic action of MgCl, (130 mg/Kg).
It is probable that the antioxidant activity and inhibition of A2 fosfolipase by polyphenols and
flavonoids respectively, inhibition of prostaglandins by phenol and mandelolactone, all founds in
the fluidity stratum of Eclipta alba, (500 e 250 mg/Kg) also induced analgesia(inhibition of
prostaglandins syntheses).24.4 e 27.7 mg/Kg of Mg induced motor activity on animals in the
process of testing, probably, due to the partial depolarization in the motor system.100 and 130
mg/Kg of MgCl, combined whit clonazepam, induced a great motor activity by neuronal
depolarization. Clonazepam combined with physical activity potentiated the motor activity,
probably by mechanisms of neuronal plasticity. Conclusions: The magnesium chloride

potentiated the analgesic effect of the Paracetamol, whereas the Clonazepam (0.066 mg/Kg)



seems to have blocked the analgesic effect of the magnesium chloride. At least part of its
analgesic effect could be attributed to the depolarization on the endogenous analgesic system.
The hydro-alcoholic stratum, 30% of Eclipta alba dead root, showed analgesic activity “per se”,
compared to the effect of the Paracetamol between 60 and 120 minutes. Magnesium chloride,
combined or not, with Clonazepam(0.066mg/Kg) increased the motor activity on animals in the
process of testing. Clonazepam(0.033 mg/Kg) combined with the physical activity (swimming)
potentiates the motor system (increase in the motor activity), probably through the mechanism of

neuronal plasticity.

Key words: Analgesic. magnesium chloride. Eclipta alba. physical activity. neuronal plasticity.
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1.0 INTRODUCAO

A dor, sem duvidas ¢ uma percepgao extremamente complexa, considerada manifestagao
“psicofisiologica” onde se integram sinais interpretados como ‘“desagradaveis”. A nocicep¢ao
resulta de vital importancia dentre os mecanismos adaptativos nos mamiferos devido ser o
sistema de aviso dos danos tissulares que acontecem '. Diferentes fatores fisioldgicos,
bioquimicos e de conduta modulam esta especial percepgao, tal ¢ o caso do ion magnésio e dos
medicamentos Paracetamol e Clonazepam, que alterando a excitabilidade neuronal do sistema
nociceptivo modulam a passagem do sinal doloroso através deste, até o cortex somato-sensitivo
primario (giro pos central) modificando assim a percepgio 4lgica’. Paralelamente, no nivel do
tronco cerebral os sinais nociceptivos induzem como conseqiiéncia, maior ou menor atividade do
sistema analgésico endogeno que terda como fungao, modular a informagao nociceptiva no nivel
dos cornos posteriores da medula espinhal ®> e com isso, acrescenta-se mais uma forma de
modular a percepgio dolorosa. Segundo Krishnaswamy citado por Santos * os extratos fluidos da
espécie Eclipta alba (agrido do brejo ou erva botdo) mostram dentre outras acdes, as analgésica
e antiinflamatdéria acdes estas, que de alguma forma também estdo ligadas aos sistemas
nociceptivo e analgésico enddgeno, antes referidos. Uma das formas de aferir a atividade
analgésica no nivel neural, ¢ através do teste da “placa quente”, onde mediante a determinacao
do tempo de reagdo do animal de experimentacdo ao calor, se afere indiretamente o limiar de

excitacdo neural do sistema nociceptivo.’

A atividade motora somatica nos mamiferos depende dentre outros mecanismos da
necessidade fisiologica de conhecer o meio onde se desenvolvem, e do outro lado do temor de
explorar esse novo meio °, portanto dependerda de um sistema aversivo e outro de inibigdo
comportamental, onde diversos sinais condicionados e incondicionados podem definir condutas
de exploragdo, quanto de esquiva, seja esta ultima, ativa ou passiva e at¢ mesmo em casos
extremos de congelamento (ficar imével)’. Diversos fatores modulam esta conduta, dentre eles a
distribui¢do i6nica em ambos os lados das membranas neuronais® e por sua vez essa distribuicdo
i0nica determina diferentes niveis de excitabilidade neuronal do sistema motor somatico,
formado por estruturas localizadas na medula espinhal, tronco encefélico, cérebro, cortex
cerebral (giro pré central) 7 e musculos estriados. Fisiologicamente a atividade deste sistema

depende da relagdo noradrenalina/serotonina e/ou dopamina /serotonina’, indicando num dado
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momento o nivel de atividade motora, que o sistema de inibi¢do comportamental, antes referido
modula. Uma das formas de aferir o grau de estimulagdo do sistema motor somatico em animais

» 89 onde além de se refletir o nivel de

(camundongos) ¢ através do modelo de “campo aberto
atividade do sistema motor, também se reflete o nivel de “ansiedade” do animal de

experimentacdo através da tendéncia comportamental maior ou menor, ao congelamento.

Tendo em vista a informagao anteriormente referida além de que, o ion magnésio (Mg+2) ¢
0 quarto fon mais importante dos liquidos corporais é conhecido popularmente por induzir
diversas melhoras nas fungdes organicas especialmente em pessoas da terceira idade,alivia as
dores, melhora o estado de 4nimo, aumenta a capacidade de memoéria®, agdes reportadas para
este ion pela Etnomedicina e considerando que cientificamente estdo comprovados efeitos como,
por exemplo, analgésico®. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo primeiro: Contribuir &
caracterizacdo farmacologica do magnésio (cloreto de magnésio) e o extrato hidroalcodlico a
30% da raiz de Eclipta alba através de dois modelos experimentais “in vivo” (analgesia e
atividade motora) em camundongos Swiss adultos machos utilizando como referéncia,
medicamentos caracterizados e com ac¢des conhecidas tais como Paracetamol e Clonazepam bem
como o exercicio fisico, fatores todos que mudando a excitabilidade neuronal se colocam na base
dos modelos experimentais que serdao utilizados neste trabalho. O exercicio fisico, além de
modificar a excitabilidade neuronal, ativa simultaneamente e de forma expressiva pelo menos os
principais sistemas fisiologicos. Esta pesquisa, sem duvidas, contribuira a caracterizagao
farmacologica do MgCl, e do extrato fluido de Eclipta alba, e também, indiretamente estara
contribuindo a caracterizacdo dos medicamentos Paracetamol e Clonazepam, dai a sua

importancia.

O objetivo principal desta pesquisa como referido anteriormente foi: “contribuir a
caracterizagdo farmacologica do Cloreto Magnésio (MgCl,), extrato fluido hidroalcodlico a 30%
da raiz de Eclipta alba, Paracetamol e Clonazepam através dos modelos experimentais de

analgesia e atividade motora em camundongos Swiss machos”. Sendo os objetivos especificos:

a) Aferir os tempos de reacdo ao calor nos animais de experimentagdo (camundongos)
submetidos a tratamento com diferentes doses de Cloreto de Magnésio combinado ou nao

com Paracetamol;



b)

2
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Determinar os tempos de reagdo ao calor nos animais de experimenta¢do (camundongos)
submetidos a tratamento com uma dose de Cloreto de Magnésio combinado ou ndo com
Clonazepam,;

Determinar os tempos de reagdo ao calor nos animais de experimenta¢do (camundongos)
submetidos a tratamento com diferentes doses do extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de
Eclipta Alba;,

Estudar a acdo de diferentes doses de Cloreto de Magnésio sobre a atividade motora
espontanea em camundongos;

Aferir o nivel de relaxamento muscular estriado em camundongos submetidos a diferentes
doses de Cloreto de Magnésio combinado ou nao com Clonazepam;

Determinar a agdo de diferentes doses de Cloreto de Magnésio combinado com uma tunica
dose de Clonazepam sobre a atividade motora em camundongos;

Determinar a agdo de diferentes doses de Clonazepam combinado com exercicio fisico

(natacdo) sobre a atividade motora em camundongos.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NOCICEPCAOQO. CONCEITO E CARACTERISTICAS

A dor constitui um mecanismo de alerta importante ao sistema nervoso central sobre os
danos celulares e teciduais, de acordo com a “International association from study of pain’a dor
¢ uma experiéncia sensorial e emocional desagraddvel secundaria ao dano tissular corrente ou
potencial ou descrito em relagdo a tal dano'. A dor é uma manifestagio sempre em primeira
pessoa porque a experiéncia psicofisica e emocional gerada por ela, somente ¢ vivenciada,
apreciada e experimentada pelo proprio individuo'. A dor apresenta trés componentes bésicos: a)
Tissular, onde estdo presentes toda uma série de mecanismos humorais que contribuem a
estimulacdo dos terminais nervosos livres ou nociceptores; b) Neural, onde participam um
conjunto de estruturas nervosas centrais e periféricas que transportam e integram sinais
procedentes dos nociceptores; ¢) De conduta, tipica expressdo da atividade nervosa superior

(gritar, chorar, caminhar, etc) que caracteriza a percepcdo dolorosa'”.

A diferenga da percepcao da dor entre os sexos ¢ significativa e provavelmente deve-se a
diversos fatores de natureza morfologica, fisiologica e bioquimica'. Os fatores morfologicos
referem-se ao proprio desenvolvimento estrutural dos sistemas nervoso central e periférico em
ambos o0s sexos com as suas particularidades, enquanto que os fatores fisioldgicos e bioquimicos
estao relacionados, por exemplo, ao perfil hormonal. De fato, na estrutura do sistema analgésico
endogeno encontram-se receptores de estrogénios e androgénios, € os neurdnios deste sistema
tém capacidade para sintetizar varios esterdides sexuais e provavelmente, esses esteroides
poderiam estar envolvidos na sinteses de mediadores ou neurotransmissores’. O estradiol
interage com os sistemas gabaérgico, glutamatérgico, colinérgico, dopaminérgico, J3-

endorfinérgico e finalmente, serotoninérgico'.

O estradiol parece facilitar o processamento espinhal dos sinais nociceptivos®, além disso,
esse esterdide potencializa a interacdo do glutamato em seu receptor NMDA (N-metil D-
aspartato) aumentando a intensidade dos potenciais pos-sinapticos no hipocampo mediante o
aumento prévio do influxo de sédio dado pelo receptor de cainato'. A testosterona tem efeito
hipoalgico no modelo da dor induzida por “formalina” em ratos fémeas e machos'. No modelo

de neuropatia periférica induzida por etanol, observa-se hiperalgesia mais rapidamente e com
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maior intensidade em ratas quando comparadas com ratos''. A quantificagio da dor é uma tarefa
complexa, uma vez que, envolve varios fatores fisiologicos e bioquimicos, também estao
envolvidos aspectos psicoldgicos, emocionais, motivacionais e culturais'?. A percepcio dolorosa
ndo necessita de experiéncia sensorial prévia, contudo, a dor clinica em geral ¢ mais intensa,
duradoura e provoca desconforto pelas reagdes afetivas e cognitivas associadas, ja a dor
experimental (induzida pelo homem em animais) ¢ menos intensa ¢ duradoura, € ndo estao

envolvidos processos emocionais e outros de caréter psicologicos'?.

2.2 CLASSIFICACAO DA DOR
A dor pode ser classificada de varias formas, baseado em diferentes critérios como, por
exemplo, fisiologico, fisiopatoldgico, clinico e temporal. Do ponto de vista temporal (duracao) a

dor pode-se dividir em:

2.2.1 Dor aguda

A dor aguda tem fun¢do de alerta e reflete dano celular e tissular real e/ou potencial,
portanto, a dor aguda estd geralmente ligada a dano nos tecidos ou a processos inflamatdrios
locais, se caracterizando por calor, rubor e edema'’. Sua etiologia nio ¢ complexa e sua
intensidade ¢ varidvel e de localizagdo espacial especifica, nesse caso, portanto existe total

14
. A dor com essas

correspondéncia da dor com a regido lesada e a extensdo da lesdo
caracteristicas chama se “dor fisiologica”.

Entretanto, quando os mecanismos neurofisioldgicos envolvidos na génese e manutengao
da dor se modificam, entdo a dor se converte em “dor patologica”’. A “teoria da comporta”
publicada em 1965 busca explicar o sistema nervoso como um todo interativo e multifuncional
sendo capaz de receber, organizar, interpretar, modular e finalmente responder eficientemente
aos estimulos de forma diferenciada com base nos mecanismos de plasticidade neuronal. Essa

plasticidade neuronal inerente ao sistema nervoso esta presente em todas as funcdes deste

sistema e em particular na fun¢do nociceptiva.

2.2.2 Dor cronica

E aquela que persiste por mais de 3 meses no ser humano e mais de 6 meses na

experimentacdo animal, pode ser continua ou intermitente em geral estd ligada a processos
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patologicos cronicos e funcionalmente se caracteriza entre outros aspectos por diminui¢do da
interleucina 2 (cinina mediadora da inflamac#o)'® e condicionar uma sindrome debilitante com
resposta pobre as terapias analgésicas convencionais'’. O sistema nociceptivo através da
plasticidade neuronal, se transforma contribuindo assim para a sindrome dolorosa crénica'®. A
lesdo tissular, ativa a producdo de citocinas, quimiocinas e neurotoxinas, que se manifesta, por
exemplo, na “dor neuropatica” ou seja, dor causada por lesd@o dos nervos periféricos e/ou vias de
transmissdo dos sinais da dor'’. A dor cronica ¢ reflexo de uma resposta aumentada dos
neurdnios das colunas posteriores da medula espinhal, devido a acdo de diferentes mediadores
quimicos liberados pelas terminagdes nervosas com participacdo de agonistas para os receptores

NMDA?,

A causa clinica mais freqiiente de dor neuropatica ¢ a lesdo aguda do axdnio, sinais
neuropaticos sao transmitidos através de fibras amielinicas, associadas aos processos humorais,
ou seja, mediados pelas citocinas. Os sinais nervosos de dor com origem na regido da
degeneracdo Walleriana, se propagam por meio das fibras nervosas do tipo C e do tipo A delta,
(as fibras A delta, normalmente fazem sinapse na lamina de Rexed III da coluna posterior da
medula espinhal) junto com os sinais da dor neuropatica®. Estudos mostram que, esses sinais
interagem com as vias nociceptivas da lamina de Rexed II, com os neurdnios de amplo padrao de
resposta da lamina de Rexed V e com as proje¢des talamo-corticais, desencadeando um processo
de sensibilizagdo central e alteracdes anatomicas na medula espinhal com base na plasticidade
neuronal correspondentes a dor cronica®’. A dor aguda, nas intervengdes cirrgicas ¢ distinta da
dor crdnica antes referida e a intensidade da mesma ¢ maior na primeira, imediatamente apos o
término da cirurgia, diminuindo esta com o tempo”'. Os fatores desencadeantes da dor aguda
pos-operatoria sao complexos e em grande parte estdo relacionados ao processo inflamatério
iniciado pelo trauma tissular cirurgico, que, em funcdo da destruicdo celular e tecidual,
desencadeia a produgdo e a liberacdo de mediadores bioquimicos, em particular histamina,
bradicinina e prostaglandinas™. Assim, ao controlar a extensdo do processo inflamatdrio, ocorre
reducio da intensidade da dor’’. Portanto, a administracio de analgésicos e antiinflamatorios
nao-esteroidais (AINES) desde o periodo pré-operatorio ¢ um procedimento farmacologico
importante no sentido de reduzir a dor. O mecanismo de a¢ao dos analgésicos e antiinflamatérios
baseia-se, geralmente, na inibi¢do da sintese de prostaglandinas, responsaveis, pela dor leve e

moderada, pela vasodilatagio local e pelo aumento da permeabilidade vascular™.
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2.3 MECANISMO FISIOLOGICO-BIOQUIMICO DA DOR

Os nociceptores bem como o restante do sistema da dor evoluiram no sentido de
contribuir com a preservacao da vida através dos mecanismos de neuroplasticidade, mudancas
estruturais e funcionais que garantem a adequada adaptacdo e memoria, especialmente para
estimulos nociceptivos geradores de danos teciduais graves e assim poder responder de forma
eficiente através de respostas adaptativas'’. Diversos mediadores liberados por macréfagos,
mastocitos, células endoteliais ou nervos traumatizados ativam nociceptores ligados a fibras
nervosas de tipo A delta e tipo C, as quais facilitam a transmissdo de sinais associados a dor e
inflamacao e, portanto facilitando a hiperalgesia (hiperalgesia primaria).

Sabe-se que as células lesadas liberam enzimas que transformam os acidos graxos de
cadeia longa e atuam sobre os graos de cimogénio se formando cininas (polipeptideos).
Simultaneamente o acido araquiddnico ¢ liberado das membranas celulares pela acdo da enzima
fosfolipase A2, se transformando através de trés vias possiveis: a) o acido araquidonico sob a
acdo da enzima ciclooxigenase se transforma em prostaglandinas, tromboxanos e prostaclinas
(Figura 1); b) o 4cido araquidonico sob a acdo da enzima lipooxigenase se transforma em
leucotrienos e lipoxinas e c¢) o acido araquiddnico através da agdo da enzima epooxigenase entra

na via do citocromo P450.

Finalmente, os principais mediadores da resposta nociceptiva no nivel fisiologico sao:
acetilcolina, bradicinina, leucotrienos, substancia P, fator de ativa¢do plaquetdrio, radicais
acidos, ion potéssio, prostaglandinas, tromboxanos, interleucinas e fator de crescimento

12,19
nervoso 7.
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Figura 1 — Cascata do 4cido araquidonico. Note que o acido araquidonico € o precursor para leucotrienos,
prostaglandinas e tromboxanos. Dentre outras func¢des, essas substincias atuam como mediadores
inflamatodrios. No interior das caixas encontram-se as substancias (medicamentos) que atuam na cascata do
acido araquidénico impedindo a formagdo desses mediadores inflamatoérios. Um importante ponto de acdo
dos medicamentos ¢ a inibicdo da COX-2. A classe de medicamentos que atua nessa etapa sdo o0s
antiinflamatorios ndo estereoidais tais como a nimesulida e os coxibes.

COX-2 (Cicloxigenase de acidos graxos-forma induzivel); TX (Tromboxano); PG (Prostaglandina)

A bradicinina, prostaglandinas, fator de crescimento de nervo e interleucinas pro-
inflamatorias exercem um papel fundamental na nocicep¢do periférica. Prostaglandinas e
bradicinina causam alteragdes nos receptores vanildides especificos acoplados aos canais i0nicos
membranares via ativagdo por adenosina monofosfato ciclico (AMPc) causando entdo reducao
do limiar de excitacdo da fibra nervosa®™. As neurotrofinas reduzem a atividade do
neurotransmissor acido gama amino butirico (GABA), provocando mudangas funcionais nos
receptores vaniloides das fibras nervosas A delta acoplados a canais i0nicos ligante dependentes
e aciona as cinases intracelulares ativadas por mitogenos que podem fosforilar o AMPc e iniciar

o processo de transcrigdo génica responsavel por alteragdes fenotipicas que contribuirdo para o
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aumento da eficacia do processo sinaptico e assim, com a despolarizagdo axonal prolongada,
gerando portanto hiperalgesia (aumento da permeabilidade para o sddio e célcio e diminui¢ao do
influxo de potassio e cloreto)”. As lesdes no sistema nervoso periférico modificam a anatomia e
fisiologia do sistema nervoso central aumentando a atividade dos neurdnios localizados nas
laminas de Rexed I, I e V das colunas dorsais da medula espinhal através dos processos de
sensibilizacdo sinaptica classica e potencia¢io de longo prazo®*. A primeira é conseqiiéncia da
liberacdo de aminodacidos excitatorios (glutamato e aspartato), de peptideos (substancia P) e

neurotrofinas.

ApoOs a interacdo destas substidncias com seus receptores especificos, segundos
mensageiros intracelulares sao formados, trazendo como conseqiiéncia a abertura dos canais de
calcio e a produgdo de prostaglandinas e 6xido nitrico que deixam o interior da célula causando
aumento na liberacdo de glutamato, aspartato e substancia P. A estimulacdo com freqiiéncia
inferior a 5 Hertz durante tempo prolongado, aumenta a liberagdo de glutamato e aspartato na
coluna dorsal da medula espinhal e gera despolarizacao ligada a remoc¢do de magnésio nos
receptores NMDA, aumentando entdo a condutividade da membrana pos sindptica ao calcio e
portanto, a percepcao e resposta da dor. A potenciacdo em longo prazo pode ser conseqiiéncia de
estimulos nociceptivos breves de alta freqiiéncia ativando os receptores AMPA,NK-1
(neuroquinina) e de canais de célcio ocorrendo uma resposta neuronal pos-sindptica(excitatoria)

prolongada, principalmente nos neurénios da lamina I da coluna dorsal da medula espinhal *°.

O estimulo nociceptivo também provoca a expressao de genes de formacao imediata da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) e de genes de resposta lenta que codificam a pré-dimorfina, o
receptor NK-1 e a tirosinase B, no nivel da coluna dorsal da medula espinhal 2 A facilitagdo em
longo prazo pode ser uma resposta restrita da fibra nociceptiva em funcao da lesdo tissular ou
difusa, caso o estimulo nociceptivo seja decorrente de alteracdes sistémicas. Essa cadeia de fatos
pode demandar vérias horas para se manifestar e se prolongar por tempo indeterminado *°. A
informagao nociceptiva se projeta de forma contralateral a linha média, no nivel da coluna dorsal
(hastes dorsais) da medula espinhal e continua através dos tratos espinhotalamico,
espinhoreticular, espinho mesencefalico, coluna dorsal pos sindptica e sistema espinho-ponto-
amigdalino, parte dessa informacao se dirige ao tdlamo (ntcleo ventro-postero-medial) e dai até

, . . . . . .10
o cortex somatosensorial (S1-S2) cortex insular e cértex do cingulo anterior .
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Outras vias conectam a medula espinhal ao hipotalamo, formag¢ado reticular, substancia
cinza periaquedutal, nicleo medial e intrataldmico bem como estruturas do cérebro anterior®®. As
fibras adrenérgicas aumentam a sensibilidade das fibras nociceptivas a acao da bradicinina,
potencializando o espasmo muscular estriado e espasmo vascular, aumentando assim o nivel de

e, . A - .. . - . . 13
radicais 4acidos e como conseqiiéncia a reducdo do limiar de excitagdo da fibra nociceptiva.

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que provocam alteragdes na sintese de

DNA e proteinas em diferentes tipos celulares, elas agem no local onde sdo sintetizadas ou em
 n . 19 . . .o . . - .

regides distantes ', As interleucinas, diminuem o limiar de excitacdo dos nociceptores,

aumentam a intensidade e duracdo do potencial de a¢do e aumentam a tendéncia a geracao de

.. ~ A . . . 7 19
potenciais de a¢do em decorréncia do efeito despolarizante do estimulo .

A interleucina 1B e o fator de necrose tumoral (TNF) regulam a expressao do fator de
crescimento nervoso, da enzima ciclooxigenase 2 , da enzima 6xido nitrico sintase e estimulam o
brotamento simpatico por exemplo no ganglio da raiz dorsal da medula espinhal'®. A
hiperalgesia térmica e alodinea mecanica se constata através da injecdo de citocinas,
intraperitoneal e intraplantar respectivamente, em razdo do transporte axonal retrogrado de
citocinas na coluna dorsal da medula espinhal, ativacdo dos receptores glutamatérgicos NMDA,
producao de prostaglandinas a partir do 4acido araquidonico, liberacao de bradicinina ou ativagao
do sistema nervoso vegetativo'”. As células da “Glia” possuem os mesmos tipos de receptores ¢
transdutores de sinais se comparadas com os neurdnios, portanto ha interacdo entre essas células

amplificando a resposta neuronal a compressio fisica periférica ou central®.

2.4 SISTEMA ANALGESICO ENDOGENO

O sistema analgésico endogeno (Figura 2) ¢ formado essencialmente por um conjunto de
circuitos inibitoérios que participam na modulacdo ou controle dos sinais nociceptivos, que
operam nos cornos posteriores da medula espinhal’. Diferentes fatores ativam este sistema, tais
como, dor, estimulos elétricos e opiaceos. Bioquimicamente este sistema analgésico enddgeno
atua através de dois componentes, o primeiro opidide (encefalinas) e o segundo aminérgico

(noradrenalina e serotonina), ambos 0os componentes se sinergizam3.
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2.4.1 Estruturas do sistema analgésico endogeno

Anatdmicamente, este complexo sistema ¢ formado pelas seguintes estruturas: cortex
cerebral, cortex somatosensorial, hipotdlamo, mesencéfalo, bulbo raquideo e medula espinhal3. A
estrutura principal deste sistema ¢ a regido que compreende o tronco cerebral, desde mesencéfalo
até a regido rostral e ventromedial do bulbo raquideano. No mesencéfalo localiza-se a substancia
cinzenta periaquedutal, nucleos dorsais do rafe e formagdo reticular do mesencéfalo, estas
estruturas se projetam anatomica e funcionalmente sobre os nucleos bulbares (nucleo magno do
rafe) e este ultimo se projeta por sua vez sobre as colunas dorsais da medula espinhal, através do
funiculo dorso-lateral *"**. Estruturas periaquedutais e periventriculares estio associadas as
funcdes sensoriais, emocionais, motivacionais e de aten¢do, dai a modulacdo da informacao

nociceptiva no nivel das colunas dorsais da medula espinhal’.
2.4.2 Sistema “on/off”

A regido bulbar intermedidria funciona como relevo “ativo” e estudos mostram que o
sistema “on/off” garante modulagdo continua sobre os sinais periféricos. O sistema “on” facilita
a passagem da informacao nociceptiva através da coluna dorsal medular e € inibida por morfina.
O sistema “off” excita-se na presenca de morfina. Especula-se que os opidides causem inibi¢ao
de interneurdnios que inibem as células “off” aumentando portanto, a atividade destas tltimas e
inibindo conseqiientemente o sinal nociceptivo”. Na coluna dorsal da medula espinhal
integram-se todos os sinais oriundos do sistema periférico, especialmente nas laminas de Rexed
[ e II (substincia gelatinosa) e lamina V facilitando ou ndo a progressdo do sinal nociceptivo’.
Os interneurdnios das laminas de Rexed I ¢ II, sio gabaérgicos e encefalinérgicos’. Nas colunas
dorsais existem receptores opidides assim como peptideos opidides proprios dos circuitos
medulares ¢ dos sistemas descendentes “originados” nos niicleos da rafe’, portanto o sistema
opidide espinhal parece ter uma fun¢ao inibidora sobre os impulsos nociceptivos mediados por
encefalinas locais e/ou mediante o sistema analgésico endogeno de natureza opidide e

aminérgica.



O sistema “descendente” parece atuar tanto em neurdnios

pré-sinapticos quanto em neurdnios poOs-sinapticos. Os
interneurdnios (encefalinérgicos) exercem acao sobre neurdnios
poOs-sindpticos e também sobre neurdnios nociceptivos de
projecdo ascendente, portanto, na medula espinhal os neurdnios
“on” aumentam os sinais enviados para o cérebro enquanto que as

células (neurdnios) “off” diminuem esses sinais™’.

No sistema analgésico enddgeno, encontram-se outros
mediadores quimicos tais como endorfinas e encefalinas. A
morfina também atua neste sistema, além do glutamato, aspartato,
substancia P, neurocinina A e B, colecistocinina, somatostatina,

prostaglandinas, 6xido nitrico ¢ galanina™.

Estudos mostram que, quando opidceos enddgenos ou
exogenos sao injetados na substdncia cinzenta periaquedutal as
células “off” sdo ativadas provocando queda na transmissao
ascendente de sinais ou informagdo de dor’’. O 4cido acetil
salicilico, dipirona e kelorolac ativam as células “off” do bulbo
raquideano, provocando queda na percepcao da dor descrevendo
assim o mecanismo de acao dos opiaceos € ndo opidceos. As
substancias ndo opidceas atuam na substidncia cinzenta
periaquedutal, diminuindo a atividade analgésica quando a

naloxona bloqueia previamente os receptores opidceos .
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Figura 2 - Sistema nociceptivo em
associacdo com o  sistema
analgésico endégeno. As linhas em
vermelho indicam 0 trato
espinotaldmico, uma via sensorial
que se origina na medula espinhal.
Ele transmite informagdes para
o talamo sobre dor, temperatura,
pressdo e tato protopatico. As linhas
em azul representam as vias que
modulam o sistema antinociceptivo.
As linhas em preto indicam as vias
analgésicas endogenas e a linha em
verde a raiz dorsal de um nervo
espinhal.

Os analgésicos ndo opidceos ndo atuam sobre receptores opidides demonstrando, portanto

que analgésicos nao opiaceos estdo agindo na substancia cinzenta periaquedutal por meio de

opiaceos endogenos. Analgésicos ndo opiaceos inibem a enzima cicloxigenase causando

aumento na concentra¢do de acido araquidonico. Opidceos endogenos e exdgenos quando atuam

na regido cinzenta periaquedutal, aumentam a concentrag¢ao de acido araquidonico nos neurdnios
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gabaérgicos, o acido araquidonico também ¢ catalisado pela enzima lipoxigenase transformando
0 mesmo em compostos inibidores da liberagdo de GABA. Dessa forma, o acido araquidonico ¢
o substrato comum, onde opidceos € nao opidceos convergem na substancia cinzenta

periaquedutal, induzindo analgesia.**~"'

A ciclooxigenase ¢ a enzima onde convergem os ndo opiaceos. Opiaceos € ndo opiaceos
causam a acdo inibitoria atuando sobre os neurdnios gabaérgicos presentes na regido cinzenta
peri aquedutal trazendo como conseqiiéncia inibicdo modulacdo ou filtragem dos sinais por parte

da medula espinhal®’

. Finalmente, o sistema opidide conecta com a medula espinhal as seguintes
estruturas: amigdala, hipotdlamo, substancia cinza periaquedutal e rafe magnus. O sistema
noradrenérgico une o “locus certileo” com a medula espinhal através do corddo dorso lateral e
finalmente o sistema serotoninérgico conecta a rafe Magnus com a medula espinhal também

através do corddo dorsolateral. A serotonina administrada na medula espinhal gera analgesia’.
2.5 FATORES QUE INFLUENCIAM NA PERCEPCAO DA DOR
2.5.1 Exercicio fisico

Diversos estudos mostram que a atividade fisica aerobica exerce agdo analgésica
especialmente nas dores cronicas. Essa inibi¢dao da algesia ocorre através dos sistemas corticais
sensoriais ¢ motores, dos sistemas associados a motivacao ¢ finalmente do sistema nervoso
autonomico. Especula-se que essa a¢do analgésica ocorra através dos sistemas descendentes
noradrenérgicos, sertoninérgicos, peptideos, opidides ¢ GABA". Uma das explicagdes para a
analgesia advinda do exercicio fisico ¢ a acdo exercida pelos opioides, que pode ser produzida no
sistema nervoso central e/ou periférico, via ativagdo de receptores, por opidides exdgenos ou
endogenos. Tais efeitos analgésicos sdo particularmente importantes em situagdes inflamatdrias
dolorosas como, por exemplo, doengas reumaticas. Nas fases iniciais da inflamacao, receptores
opidides centrais e periféricos estdo envolvidos nos efeitos antinociceptivos, sendo que
receptores localizados em terminais nervosos periféricos podem ser ativados por opidides
exdgenos e endogenos, presentes em células de defesa do organismo e assim produzir

antinocicepgﬁo3 2,

Estudos indicam efeitos positivos do exercicio de resisténcia sobre a nocicepgdo em ratos,

diminuindo a resposta de dor por estimulo quimico e lesdo nervosa. O efeito analgésico ¢
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revertido com a administragdo sistémica de naloxona®. Mazzardo & Martins e colaboradores™
avaliaram os efeitos da natacdo em camundongos durante 30 minutos, por cinco dias, com
diminui¢ao do niimero de contor¢des abdominais causadas por acido acético, houve reversao do
efeito com uso de naloxona, clorofenilalanina e adrenalectomia bilateral. A natacdo produziu
hiponocicep¢do provavelmente através dos sistemas de neurotransmissdo quimica opidide e
serotoninérgico. Sabe-se que a situacdo de alarme ativa sistemas neurais que inibem a sensacao
e/ou percep¢ao de dor, tal resposta adaptativa, chamada de analgesia induzida por alarme,
depende do recrutamento de vias cerebrais que se projetam, da amigdala para a substancia
cinzenta periaquedutal e descendem para o corno dorsal da medula espinhal'?,
2.5.2 O magnésio

O sulfato de magnésio (MgSO4) ¢ uma substancia com propriedades analgésicas e
sedativas com potencial para neuro e cardioprote¢do, embora ndo se saiba exatamente por quais

35.36
1

mecanismos ele possa exercer a protecdo cardiaca e neuronal™ . Trata-se de um composto com

potencial analgésico e sedativo que pode ser utilizado como coadjuvante durante procedimentos

\ .

de anestesia geral, atenuando a resposta pressoérica a intubacdao traqueal e diminuindo as

35.36

necessidades dos anestésicos O MgSO4 diminui as atividades sensoriais € motoras

provavelmente bloqueando receptores glutamatérgicos de tipo NMDA ja que o magnésio faz

935  Segundo Glover’®, a medicina ainda ndo elucidou

parte da estrutura do receptor
completamente o mecanismo de agdo do MgSO, utilizado para fins terapé€uticos. Entretanto,
algumas proposigdes sobre este assunto foram desenvolvidas com o passar dos anos’’:

a) Inibicdo da liberacdo de acetilcolina na jun¢do neuromuscular com efeito relaxante que
¢ conhecido desde 1950. A hipermagnesemia diminui a sensibilidade da placa motora a
acetilcolina e a amplitude do potencial de placa terminal;

b) O magnésio ¢ antagonista do receptor NMDA responsdvel pelo processo de
sensibilizacdo central. A inibicdo desse receptor confere propriedades analgésicas, sedativas e
anticonvulsivantes;

¢) O magnésio pode aumentar a sintese de prostaciclinas e inibir a enzima conversora de

angiotensina, levando a vasodilatagao;
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d) O magnésio reduz a liberacdo de catecolaminas apos o estimulo simpatico. Tem sido
utilizado para tratamento das crises hipertensivas que ocorrem no feocromocitoma durante
procedimentos cirtrgicos ou fora do ambiente cirargico;

e) O magnésio inibe a liberacdo de histamina e acetilcolina e potencializa os efeitos dos
agentes beta adrenérgicos sendo, portanto, util em pacientes asmaticos.

Seu uso esta indicado somente nos casos graves de hipertensdo arterial, pois diminui a
incidéncia de internacdes hospitalares e o tempo de permanéncia na unidade de terapia intensiva,
possuindo poucos efeitos benéficos nos casos de hipertensdo moderada e de leve intensidade.
Finalmente, o potencial analgésico do magnésio deve-se em grande parte ao bloqueio dos

receptores NMDA, mas também a diminui¢do da liberagdo de catecolaminas.

2.5.3 Oleos essenciais e terpenoides

Muitos oleos volateis possuem uma grande variedade de atividades, tais como ansiolitica,
anticonvulsivante e antinociceptiva. Compostos como linalol, limoneno e citronelol possuem
acdo anticonvulsivante, enquanto mentol ¢ mirceno, atividade analgésica®®. Os terpendides
constituem um vasto grupo de metabolitos secundarios com agdes sobre o sistema nervoso
central, destacando-se suas atividades sedativa, ansiolitica, antinociceptiva, anticonvulsivante e

alucin(')gena38.

2.6 ESCALA DE AFERICAO DA DOR

A dor como percep¢do bem como o limiar da dor experimental em animais de
experimentacdo se afere através de respostas motoras tais como, movimento da cauda, passar a
lingua pelos pés previamente aquecidos, contragdo forte ¢ mantida dos musculos abdominais,
etc. Entretanto, quantificar a percepgao dolorosa ¢ de fato impossivel, mas métodos e parametros
quali-quantitativos indiretos muitas vezes, pouco precisos, sdo as Unicas ferramentas para esse
proposito. Alguns métodos utilizados para aferir a dor compreendem: a) expressar a intensidade
da dor percebida através de uma escala percentual referida ao méximo de dor que a pessoa possa
suportar; b) expressar a intensidade da dor percebida através de uma escala numérica que varia

38,39 . : : . A ,
0 "™77; c) expressar a intensidade da dor percebida através da freqiiéncia cardiaca,

de 1 até 1
A s . ~ . , 4+ 40 , ..
freqiiéncia respiratdria e pressdo arterial média™ e d) método do bracelete irritante. Nesse caso,

deve-se insuflar ar num esfigmomanometro anaeroide até que o individuo indique o desconforto,
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através desse método, a intensidade da dor e o limiar da dor sdo aferidos por meio do valor de

pressdo que aparece no mandometro.

2.7 MODELO EXPERIMENTAL DA PLACA QUENTE (HOT PLATE)"!

Este modelo experimental descrito por (Woolf e Mcdonald 1944) visa o estudo do
componente neural do sistema algico, resulta ser interessante devido a que na técnica operatoria
estdo envolvidos um reduzido niimero de fatores experimentais pelo que a dispersdo dos valores
obtidos nos experimentos ¢ minima. Neste teste o animal ¢ colocado numa superficie plana com
temperatura constante e superior a 45 graus Celsius (temperatura onde o calor que representa o
estimulo térmico se transforma em estimulo nociceptivo). Deve-se colocar o animal de forma tal
que os quatro membros fagam contato simultaneo com a placa quente e se afere o tempo que o
animal demora (tempo de reacdo) para passar a lingua por um dos membros posteriores, pode-se
considerar também a possibilidade de aferir o tempo que o animal demora em passar a lingua por
um dos membros anteriores ou até mesmo o tempo que demora em pular. Neste modelo o calor
gera toda uma série de mudangas tissulares que possibilitam a estimulagdo dos nociceptores,
estes mediante a fun¢do de transdug¢do geram um sinal nociceptivo que simultaneamente se
integra no coértex somatosensorial € no nivel do sistema motor, condicionando assim uma
resposta motora, envolvendo a musculatura do pescoco e dos membros, portanto esta resposta
motora ¢ um indicador indireto do limiar de excitacdo do sistema nociceptivo (o verdadeiro

limiar de excitagdo neural, se afere em milivoltios).

2.8 O SISTEMA MOTOR SOMATICO. CARACTERISTICAS GERAIS

O sistema motor somatico diferentemente do sistema sensorial transforma a informacao
nervosa em energia, que neste caso especifico se traduz em trabalho fisico externo. Portanto, a
fun¢do do sistema motor necessita constantemente de informagdes oriundas dos sistemas
sensoriais*’, uma vez que, em funcio dessa informacdo o organismo é capaz de expressar uma
resposta e assim interagir com o ambiente caracterizando dessa forma a vida de relagdo. A
atividade motora no musculo ¢ lenta e apresenta certa inércia, sendo assim, € necessario um
padrao de descargas elétricas eficientes e continuas no sentido de garantir a uniformidade e

regularidade do movimento, bem como o tonus muscular bésico e a forca muscular adequada
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para exercer um determinado trabalho. De fato, o tonus muscular antes referido, ¢ de essencial

importancia na manutencdo postural bem como em movimentos voluntarios e involuntéarios*'.

41 . , , ,

Segundo Guyton™ o sinal continuo motor que chega a cada momento aos musculos, ¢

muito importante no controle da atividade motora, porque se estabelece simultaneamente a

regulagao da musculatura agonista e antagonista, condicionando a correta biomecanica geradora

de trabalho fisico externo (W=F. L) onde: W representa o trabalho fisico; F representa a forga e

43 N ~ :

L, o deslocamento do corpo no espaco™”. Em suma, a esséncia da fun¢do do controle motor ¢ a
13 , .

escolha da melhor resposta motora, entre todas as respostas motoras possiveis num dado

movimento € a sua execu¢ao posterior com a qualidade necessaria,” garantindo assim a plena

interacdo do organismo com o ambiente.

2.9 ESTRUTURAS DO SISTEMA MOTOR SOMATICO

As estruturas mais relevantes do sistema motor somatico sdo: cortex pré-motor, cortex
motor primario, area motora suplementar, nticleos da base (ganglios da base), tdlamo, cerebelo,
tronco cerebral, formagdo reticular, medula espinhal e muésculos estriados’. A resposta do
sistema motor somatico ocorre através do “reflexo nervoso” (forma basica de controle das

~ . 44
funcdes no sistema nervoso .)

2.9.1 Cortex pré-motor e cortex motor primario

O cortex pré-motor (area 6 de Brodmann™®) se relaciona funcionalmente com as areas pré
frontal e parietal posterior do coértex cerebral. Considera-se que nesta regido encontram-se 0s
circuitos de planejamento da seqiiéncia de movimentos (engrama motor) sendo a base funcional

da categoria de movimentos nomeados “habilidades manuais™® .

O cortex motor primario (I), localizado no lobo frontal (giro pré central), organizado
somato-tdpicamente conformando o “humunculli motor” (4rea 4 de Brodmann®) controla os
movimentos voluntarios através do “sistema piramidal*® regulando assim de forma especifica a
atividade dos diferentes grupos musculares. Este controle ¢ influenciado pelos sinais sensoriais
de origem diversa, que penetram através de outras areas e estruturas tais como: cerebelo, nticleos
da base, tronco cerebral, dentre outros. Toda essa cadeia de eventos se realiza mediante inimeras
conexoes entre estas estruturas nervosas bem como entre elas e os motoneurdnios espinhais e do

tronco cerebral47, controlando desse modo, toda a atividade motora estriada. O controle da
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musculatura da regido cefélica se realiza mais especificamente através do tronco cerebral e dos

nervos craniano 548 .

. . . 45

De acordo com Guyton o nucleo Ruber, localizado no mesencéfalo, estabelece o

controle da musculatura das extremidades do corpo (porgdes proximais e distais), sobretudo da

parte distal, mediante a formacao reticular. O sistema “Piramidal” também controla de forma
. . 45 , , - .

importante a musculatura estriada™. O cértex motor, cerebelo e nicleos da base, ndo projetam os

seus axdnios diretamente na medula espinhal, em vez disso, essa conexdo se da através do

talamo, principalmente através das vias cortico-talamicas™®.

2.9.2 Nucleos da base (ganglios basais)

Os niicleos cinzentos da base (ganglios basais)’® estabelecem o controle principalmente
através do talamo, a maior estrutura dentro dos nucleos da base € o “nuicleo caudado” sendo este
o responsavel pela programagdo de diversas condutas motoras. O bloqueio dos receptores
dopaminérgicos presentes no nicleo caudado por meio do haloperidol conduz a alteragdes nos
padrdes motores, na vigéncia da aplicacdo de estimulos exteroceptivos’'. Estudos mostraram que

5,12,51 , , )
%% e além do nucleo caudado existem

a dopamina ¢ a substancia que inicia a resposta motora
outros nucleos envolvidos com respostas motoras tais como: putamem, globo palido, regido
subtalamica e substancia nigra. O corpo estriado (estrutura que une o nucleo putamen e nucleo
caudado) constitui a porta de entrada dos nucleos da base™ e sua atividade esta ligada a
dopamina. De fato, condi¢des que conduzem a diminui¢ao dos niveis de dopamina no corpo
estriado como, por exemplo, a destrui¢ao da area tegmental ventral produz melhora significativa
nas manifestacdes decorrentes da administragio de anfetamina®. Com relacio ao niicleo
acumbens ocorre algo similar’®. O corpo estriado recebe informacio do neocortex, areas de
associagdo, area sensorial I e substancia nigra, sendo que desta tltima estrutura partem sinais em
direcdo ao globus pallidum, que por sua vez envia sinais em dire¢do as areas motora e pré-
motora, através do nucleo ventral anterior do talamo™. A unido dos ntcleos globus pallidum e
putamem, denomina-se nucleo lenticular ou lentiforme™. A integracdo funcional entre os

principais nucleos cinzentos da base (ganglios basais) ¢ extremamente complexa e constitui uma

importante via de retroalimenta¢cdo motora.

Os nucleos da base tém funcao relevante no comando do movimento, bem como nos

momentos iniciais da atividade motora. Individuos com transtornos funcionais nos nucleos da
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base apresentam dificuldades com o inicio do movimento (akinesia)’’, tal como ocorre, por
exemplo, na doenga de Parkinson™. O subtalamo, através dos nucleos subtalamicos, pode ser
considerado como parte dos ntcleos da base devido a estreita relagdo anatomo-funcional com as
estruturas supracitadas, lesdes nesta regido (subtaldmica) geram movimentos erraticos e
balisticos™. Finalmente, podemos afirmar que os nucleos cinzentos da base (ganglios basais)
participam de forma importante na modulacdo da atividade motora iniciada por outras

estruturas, fato este que parece estar presente em todos os mamiferos.

2.9.3 Tronco cerebral

O tronco cerebral ¢ formado entre outras estruturas, por diversos nucleos motores, varios
tratos motores € uma area difusa de neurdnios (formacao reticular) caracterizada por apresentar
uma por¢do superior autoexcitavel que estimula a fun¢do da medula espinhal através de sinais
facilitadores e uma por¢ao inferior que normalmente envia sinais inibidores para a medula
espinhal’’. Os neurdnios do tronco cerebral sdo ricos em dopamina, apresentando receptores
onde atuam opidides e opiaceos desencadeando respostas especificas™. O tronco cerebral integra
ainda “‘sinais sensoriais” e envia “sinais motores” a medula espinhal, exceto os sinais que
trafegam pela via cortico-espinhal (componente do sistema Piramidal) procedentes do cortex

motor I 144,

2.9.4 Cerebelo

O cerebelo participa principalmente nos mecanismos de retroalimentagdo, recebe
informagdo oriunda dos sistemas sensoriais € das estruturas motoras simultineamente, e com
participagdo das células de Purkinge (inibidoras), essas informacdes sdo integradas nos nucleos
centrais e a resposta final ¢ enviada ao cortex motor, estabelecendo-se assim a retroalimentagao
supracitada™. Lesdes no cerebelo geram dismetria, ou seja, a interpretagdo erronea da distancia,
desorientagio espacial e incapacidade para alcangar com precisdo um ponto pré determinado®.
Anatdmicamente os axonios dos pedunculos cerebelaris superiores, fazem sinapses com o
talamo no nivel do nucleo ventrolateral, o sinal procedente deste nucleo, ¢ transmitido, através de
fibras localizadas na capsula interna e dai até o giro pré-central. Assim como a outras areas
motoras, considera-se que provavelmente a conexdo mais importante do cerebelo, ¢ com o

nucleo Ruber, que por sua vez conecta de forma relevante o cerebelo com a medula espinhal.
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Este sistema de regulagdo ¢ similar ao que esta presente nos nucleos da base bem como com

amplas regides hemisféricas cerebrais™.

2.9.5 Medula espinhal

As colunas ventrais ou anteriores da medula espinhal, na sua por¢ao mais lateral,
apresentam corpos neuronais que se acompanham de axonios que fazem contato com a por¢ao
mais externa dos musculos. Em contrapartida, os neur6nios que apresentam 0s corpos neuronais
situados na por¢do medial das colunas ventrais, se conectam com as regioes mais mediais dos
musculos. Os interneur6nios medulares sdo importantes ndo somente pela elevada capacidade de
analise que possuem, mas também porque estabelecem sinapses com outros neurénios € vias
proprioespinhais’. As fibras ventromediais da medula espinhal controlam a postura uma vez que
pertencem as vias vestibulo espinhal, tectoespinhal e reticuloespinhal. As fibras dorsolaterais da
medula espinhal controlam os movimentos finos, mais exatos e pertencem 4 via rubroespinhal®.

Os neurdnios motores que se projetam na regido intermedidria da substancia cinzenta e
colunas dorsais da medula espinhal, pertencem a via corticoespinhal lateral. Simultaneamente
através das raizes posteriores dos nervos espinhais e colunas dorsais penetram sinais

somatosensoriais **%°

portanto, a atividade dos neurdnios espinhais depende do somatorio de
sinais, tanto periféricos quanto centrais, assim como dos sinais proprios dos interneurdnios da
medula espinhal condicionando uma resposta de excitagdo ou de inibi¢ao de acordo com a

. 57,1446
51tua(;ao7’ S

2.9.6 Sistema piramidal

O sistema Piramidal (Figura 3) constitui-se de dois subsistemas ou componentes, trato
cortico-nuclear e o trato cortico-espinhal ***’. Este sistema apresenta os corpos celulares das
fibras em diferentes camadas do cortex : A camada VI projeta seus axdnios ao talamo®™®!,
regulando o fluxo de entrada de sinais ao cortex motor I. A camada V projeta longos axonios até
a medula espinhal "', retine axénios procedentes de vérias areas corticais, conduz informagio do
cortex ou giro pré-central e finalmente faz sinapses com os motoneurdnios da medula espinhal.
Todas essas fibras com origem em areas corticais localizam-se na substancia branca subcortical,
dai a capsula interna e continuam através dos pedinculos cerebrais, algumas delas atingem o

nucleo Ruber, conjuntamente com fibras procedentes do cerebelo. Aproximadamente 5% de

todas as fibras que se encontram no pedunculo cerebral sdo fibras cortico-pontinas e cortico-
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bulbares, as demais continuam e atingem a medula espinhal. Simultaneamente as fibras cortico-
bulbares, se separam do trato e fazem sinapses com os nucleos dos pares cranianos, inervando
assim parte importante da musculatura cefalica voluntéria e, portanto conformando uma parte

relevante do componente cortico-nuclear do sistema piramidal™.

Outras fibras abandonam o trato na formacao reticular e dai até a medula espinhal,
participando no controle da postura e equilibrio. Cerca de 90% das fibras corticoespinhais se
dirigem diretamente a medula espinhal e decussam na por¢ao inferior do bulbo raquideano e

aproximadamente 10% dessas fibras continuam de forma ipsi ou homo lateral’.

O trato corticoespinhal controla as musculaturas axial e distal (movimentos mais
exatos)”, sendo neste ultimo caso a correspondéncia neurdnio-fibra muscular, em muitos casos
até de 1:1. Na medula espinhal existem circuitos neuronais responsaveis pelos movimentos finos,
os quais se manifestam principalmente durante a locomog¢ao, estes circuitos neuronais estao
modulados por sinais procedentes das estruturas motoras superiores *, por exemplo, através do
trato reticulo-espinhal, que termina nos neurénios motores € interneurdnios da medula espinhal.
Como todo movimento deve ser harmdnico e continuo para ser efetivo, as por¢des mais
complexas do sistema motor somadtico, tais como, cértex motor, niicleos da base, por exemplo,
inervam a medula espinhal e, portanto essas estruturas participam também no controle tanto da

porcdo distal, quanto da por¢do proximal dos musculos corporais.®

2.10 UNIDADE MOTORA

O conceito de unidade motora muscular foi desenvolvido por Leyton e Sherrington em
1925 para denotar a relag@o entre o sistema nervoso e o sistema muscular, assim se definia que a
unidade motora era a unido de uma fibra nervosa e um grupo de fibras musculares. O numero de
fibras musculares varia de acordo com a regido do organismo ¢ da precisdo do movimento e,
portanto do tipo de resposta muscular ®. De fato, esta ¢ a verdadeira estrutura executora da

resposta motora somatica.
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2.11 FLUXO DE INFORMACAO NO SISTEMA NEUROMUSCULAR (sistema de sinais)

Nos mamiferos, a sinalizagdo para execugdo da resposta motora consta de quatro fases :
a) conducdo do potencial de acdo no nivel da célula nervosa; b) conducao do potencial de acao
de uma célula nervosa para outra célula nervosa; c) resposta dos mediadores ou mensageiros
quimicos e, d) contragio muscular®’. A condugdo do potencial de agdo ao longo de uma célula
nervosa ou muscular se estabelece de acordo com a seguinte seqii€ncia de eventos: a) mudangas
de condutancia da membrana celular principalmente aos ions soédio, potdssio e calcio; b)
despolarizacdo da face interna das membranas celulares (neuronais) em func¢do do influxo de
fons positivos®.

Entre os anos 50 e 60 difundiu-se o conceito de que a condugdo de sinais entre dois
neurdnios contiguos era um fendmeno elétrico. Essa idéia era sustentada por diversos
pesquisadores inclusive Paul Fat ¢ Bernard Katz®. Subseqiientemente foi demonstrado que a
comunicagdo somente acontecia nos pontos criticos do citoplasma da célula pré-sinaptica e pds-
sinaptica, atualmente sabe-se que nesses pontos de contato as células estdo unidas por canais,
que constituem regides de baixa resisténcia elétrica®’ e que a conducio de sinais estava ligada a
condutas esteriotipadas em animais de experimenta¢io®. Essa forma de sinapse denomina-se

sinapse elétrica e existe no organismo humano de forma restrita.

A forma predominante de sinapse no homem ¢ a sinapse quimica, que se caracteriza por
apresentar um espacgo entre as fibras nervosas pré e pos-sinaptica formando a fenda sindptica. O

13

potencial de acdo ¢ “conduzido” de uma célula a outra através de neurotransmissores liberados
pela célula pré-sinaptica. Essas substancias difundem-se pela fenda sinaptica e podem seguir os
seguintes destinos: a) serem metabolizados por enzimas especificas; b) serem recaptados pelo
neurdnio pré-sinaptico; c) difundirem-se para além da fenda sindptica e e) interagir com seus

receptores presentes na célula pos-sinaptica. ®

Quando a interacdo neurotransmissor-receptor ocorre, evoca na célula pos-sinaptica
alteragdes na condutancia aos ions envolvidos no processo, através da ativacao ou inativagao de
canais i6nicos gerando assim mudancas na atividade metabolica celular as quais podem ser
rapidas ou lentas. A primeira depende da ag¢do do neurotransmissor sobre o canal idnico,
enquanto que a segunda se realiza através de segundos mensageiros intracelulares tais como,

calcio e adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Cerca de 30 milisegundos apos a liberagao do
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neurotransmissor inicia-se a recapta¢do do mesmo®. Acredita-se que uma substincia pode ser
neurotransmissor quando: 1) ¢ sintetizada pelo neuronio pré sindptico; 2) encontra se no terminal
axonico e consegue passar a fenda sinaptica; 3) se a aplicagao exdgena da mesma, mimetiza a
acdo enddgena e 4) se existem mecanismos funcionais que removam a substincia da fenda
sinaptica’’""*73. No sistema motor somatico existem vérios tipos de neurotransmissores ou
mediadores, tais como glutamato, aspartato, dcido gama amino butirico (GABA), acetilcolina

(Ach) e noradrenalina (NA)®".

A resposta dada pelos mediadores quimicos ¢ diversa, ¢ ¢ decorrente da diversidade de
neurotransmissores bem como de receptores pos-sinapticos. Os mediadores estao encapsulados
em vesiculas sinapticas as quais apresentam movimento browniano. O influxo de célcio na célula
pré-sinaptica conduz ao deslocamento dessas vesiculas através de movimentos do citoesqueleto,
permitindo que a membrana das vesiculas se coalescam com a membrana celular de modo a
permitir a extrusao do seu conteudo para o exterior da célula pré-sinaptica. Estudos mostram que
a pressdo osmotica dentro da vesicula aumenta progressivamente, seguido-se a fusdo e posterior

exocitose em forma de quanta ou pulsos’.
2.12 REGULACAO DA SINTESE E LIBERACAO DE NEUROTRANSMISSORES

A regulacdo da sintese e liberagdo de neurotransmissores se da através de dois
mecanismos:1) Modificando os substratos e cofatores (coenzimas) da via metabolica e 2)
Inibindo ou estimulando a atividade enzimatica’*. Diversos estudos realizados indicam que a
acetilcolina ¢ o neurotransmissor da jun¢io neuromuscular esquelética®, o contato deste
neurotransmissor com os receptores nicotinicos da placa motora gera uma série de mudangas
biofisicas na membrana da célula que culminam com o aumento da condutancia ao ion soédio que
flui seguindo o gradiente de concentragdo, ou seja, do meio extracelular para o meio
intracelular’™’. Uma vez que o potencial elétrico no interior da célula, é negativo, sobre o fon de
sodio se exerce uma forca elétrica (no repouso e na fase ascendente do potencial de agdo) que
matematicamente pode se calcular através da formula: F=+q.E, onde: F=for¢a que atua sobre o
ion; +q=carga do ion e E=vetor campo elétrico transmembrana, no qual se armazena a energia
elétrica e se dirige do exterior ao interior da membrana celular’’. Quando a entrada de sodio ao
interior da célula muscular ¢ suficiente, entdo tem-se a deflagracdo do potencial de placa motora

ou motriz, que ird gerar despolarizacdo seqiiencial limiar das proximidades a placa motora,
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trazendo como conseqiiéncia o surgimento de potenciais de agdo, os quais se deslocam ao longo
da célula muscular gerando assim a resposta contratil®. A seqiiéncia de eventos cessa quando a

enzima acetilcolinesterase, localizada na placa motora hidrolisa a acetilcolina.

2.13 MOVIMENTOS VOLUNTARIOS. REGULACAO

Para a realizagdo de movimentos voluntarios (Figura 3) devemos considerar as seguintes
fases: a) Identificacdo do objeto; b) Planejamento do movimento; ¢) Coordenagdo e execugdo do
movimento. Esses processos dependem essencialmente de regides basicas de controle motor, a
saber: 1) cortex motor; 2) cortex pré-motor; 3) dreas motoras suplementares e 4) cortex parietal
posterior’. Tanto o cortex motor quanto o cortex sensorial estdo distribuidos em colunas,
chamadas de “zonas corticais” uma delas provoca excitagdo e outra inibi¢do da musculatura
voluntaria. Em particular os musculos distais estio muito bem representados nestas areas "> .
Cerca de 30% dos axdnios piramidais se originam no cortex motor primario, 30% na area pré-
motora suplementar e 40% na area somatosensorial®.

O cortex motor controla os motoneurdnios indiretamente através dos neurdnios de
associacdo ou interneuronios, além do controle direto estabelecido através das vias motoras
especificas, modulando assim através da medula espinhal, a postura e locomogdo. O cortex

motor por meio do trato cortico-espinhal envia informagdes ao sistema extra-piramidal, gerando

8
deste modo uma resposta motora adequada’.

Acredita-se que a informagdo descendente modifica em grande parte o controle
postural78. O cortex motor inicia 0 movimento voluntario (Figura 3) e imediatamente se retro
informa da qualidade do mesmo, através de sinais aferentes sensoriais € como conseqiiéncia a
orientacdo se ajusta . Este fato ¢ de grande importancia, para o processo harménico da
locomogio™, embora o programa basico da locomogio esteja gravado na medula espinhal, para o
qual ndo seria importante a retroalimenta¢do sensorial. Contudo, foi demonstrado que animais
espinhais desenvolvem locomogdo ao estimular as raizes ventrais da medula espinhal ou ao se

administrar por via intravenosa L-DOPA™.

Nem todos 0os movimentos estao sob comando do cortex motor, mas podem sofrer
controle por meio de diferentes por¢des do sistema motor ou subsistemas®. Normalmente a
atividade motora se inicia com a selecdo do programa que se pretende, ou seja, ativacdo dos

grupos musculares que se necessitam. Subseqiientemente, ocorre o ajuste da magnitude e
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duragdo da contracdo, esses eventos operam no cortex motor, pré-motor e parietal. Em seguida, a
area suplementar recebe informagdes do talamo e este do globus palidum e do coértex pré-motor.
A ativagdo de todas essas areas e estruturas permitem o desenvolvimento de capacidades motoras
diversas®'. O cerebelo participa no processo, através da sua fungio de retroalimentagdo, tem sido

comprovado que a drea motora suplementar planeja também a seqiiéncia motora.
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Figura 3 - Controle motor voluntario. As linhas em vermelho indicam o sistema piramidal,
formado por dois componentes: cortico-nuclear e cortigo-espinhal. Através destas vias se
controlam os movimentos voluntarios. As vias propiceptivas estdo representadas em preto,
estas fibras nervosas captam informacdes propiceptivas e as envia ao cerebelo que
integraliza esse sinais junto ao resto das suas aferéncias. As linhas em azul indicam vias
nervosas de retroalimentagdo que informam ao cortex motor sobre a concordancia ou ndo
entre a intencdo do movimento e sua realizacdo. Fonte: Sobotta, J. Atlas de Anatomia
Humana.220,Ed.Rio de Janeiro:Guanabara Koogan,2006.
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82 , o . .

Roland™ estudou o fluxo sanguineo em varias areas cerebrais, correlacionando este, com
o grau de complexidade da prova e observou que provas simples geravam aumento no fluxo
sanguineo em areas motora e sensorial contralateral, enquanto que, provas complexas geram

aumento do fluxo sanguineo em areas motoras suplementares de ambos os hemisférios.

As porgdes corticais pré-motora e parietal posterior, t€m como fun¢do dar o sinal inicial
do movimento e processamento da informagao sensorial respectivamente, esta ultima informacao
pode passar ao cortex pré-motor e /ou aumentar o nivel de atengdo. Durante a locomogao, os
tratos rubro espinhal, vestibulo espinhal, (especialmente o ntcleo de DEITER) e reticulo
espinhal se ativam, além disso, o locus ceruleus e a parte baixa do mesencéfalo (neurdnios
noradrenérgicos), enviam sinais em dire¢cdo da medula espinhal especialmente a regido lumbo-
sacra, modulando assim a fungdo locomotora*®. Baseado nestas informagdes, demonstrou-se que
a estimulagao elétrica do mesencéfalo ou administracdo de L-DOPA (precursor da noradrenalina)
induzem movimentos de locomogdo™. O efeito oposto acontece com a serotonina > .Finalmente,
se considera a existéncia de outros sistemas de mediadores quimicos ou neurotransmissores

relacionados com as fungdes antes referidas.

2.14 SISTEMA LiMBICO

O termo limbico corresponde a um adjetivo que dé& o valor de relativo ou pertencente ao
limbo, ou seja, remete ao conceito de margem. O Sistema limbico (Figura 4) compreende todas
as estruturas cerebrais que estejam relacionadas, principalmente, com comportamentos
emocionais e sexuais, aprendizagem, memdoria, motivagdo, mas também com algumas respostas
homeostaticas. Resumindo, a sua principal funcdo serd a integracdo de informacdes sensitivo-
sensoriais com o estado psiquico interno, onde ¢ atribuido um contetido afetivo a esses
estimulos, a informagao ¢ registrada e relacionada com as memorias pré-existentes, o que leva a
producdo de uma resposta emocional adequada, consciente e/ou vegetativa.

O controle das emocgdes assim como a participacao do sistema limbico na conduta motora
sdo processos nao plenamente esclarecidos, embora sejam conhecidas a estreita relagdo entre
estas funcdes, sabe-se que a informacao visual ligada a sistemas emocionais, estimulam com
maior propriedade o cortex motor®*. De fato, o limiar de excitagio do sistema limbico depende
em grande parte de mecanismos opidceos ligados aos mecanismos opidides endogenos e drogas

bloqueadoras ou excitadoras dos receptores opiaceos, podendo assim modificar a atividade
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motora. O Sistema limbico através da sua mais importante estrutura eferente, o hipotalamo
estabelece relacdo com o sistema nervoso autondmico (SNA), no controle da vida vegetativa,
mediante interacdes entre emogdes e fungdo motora visceral®. Essa relagio pode ser percebida,
por exemplo, quando o aumento da pressdo arterial média, dilatagdo do diametro pupilar dentre

outros processos sao acompanhados de outras respostas motoras somaticas.

Além disso, o sistema limbico influi sobre o sistema enddcrino, controlando desta forma
, A e ~ . A . 86 .
o nivel de hormonios e fatores de secrecdo hipotalamicos™, finalmente, sabe se que o hipocampo
, . . . , - 8
¢ uma estrutura muito importante nos mecanismos de aprendizado e memoria 7, processos estes

relacionados 4 atividade motora (aprendizado motor, memoria motora)*®.
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Figura 4 — Estruturas presentes no sistema limbico. Através do sistema nervoso
autondmico, ele controla certos comportamentos necessarios a sobrevivéncia,
interferindo positiva ou negativamente na fung@o visceral e na regulagdo metabdlica.
Fonte: http://163.178.103.176/Fisiologia/neurofisiologia/Objetivo_9/Clayman76b.jpg
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2.15 FARMACOS COM ATIVIDADE NO SISTEMA MOTOR SOMATICO

2.15.1 Anfetamina

A agdo da anfetamina ¢ muito parecida a acdo do Desaktedron, em ambos os casos ocorre
aumento da liberagdo de aminas biogénicas a partir dos seus locais de armazenamento nas
terminagdes nervosas® . A resposta de alerta ou pelo menos parte de ela, esta ligada & atividade
motora, mediada pela noradrenalina nas terminagdes adrenérgicas centrais. Tem-se demonstrado
ainda que diversos efeitos sobre a conduta sdo mediados pela liberagdo de dopamina, substancia
precursora da noradrenalina. Estima-se que a Anfetamina (Figura 5) exer¢a efeito antagdnico
direto sobre o sistema serotoninérgico gerando um desequilibrio dindmico entre noradrenalina e
serotonina, com conseqiiente mudanga (aumento) na atividade locomotora’®®!

Além disso, pode ainda ocorrer desequilibrio na

relacdo dopamina/serotonina, em ambos 0s casos a

alteragdo se inclina para o aumento da dopamina e/ou
noradrenalina. Uma possivel explicagdo para esse NH

fenomeno considera a diminuicdo da recaptagdo da

dopamina e/ou noradrenalina, outra alternativa seria o Figura 5 — Estrutura quimica da

anfetamina, uma droga estimulante do
sistema nervoso central, que provoca o

fenda sinaptica. Algumas destas agdes sdo atribuidas aumento das capacidades fisicas e
psiquicas.

aumento da liberagdo de dopamina e noradrenalina na

também ao metilfenidato cujas ac¢des se contrapdem as

dos neurolépticos tranqiiilizantes.

2.15.2 Antipsicdticos e neurolépticos

Sdo medicamentos inibidores das fungdes psicomotoras’, tais fun¢des podem encontrar-
se aumentadas em estados, de excitacdo e de agitacdo. Paralelamente essas substancias atenuam
também os sintomas neuro-psiquicos considerados psicoticos, como por exemplo os delirios e as
alucinagdes. Sdo substancias quimicas sintéticas, capazes de atuar seletivamente nas células
nervosas que regulam os processos psiquicos no ser humano e a conduta em animais. Apesar dos
neurolépticos tradicionais bloquearem ora os receptores adrenérgicos € serotoninérgicos, ora os
receptores colinérgicos e histaminérgicos, todos eles t€m em comum a agdo farmacoldgica de
bloquear os receptores dopaminérgicos, ¢ ¢ em relacdo a estes ultimos que os estudos tém

demonstrado os efeitos clinicos dos neurolépticos.
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Figura 6-Estrutura quimica de dois antipsicoticos tradicionais.
O clonazepam ¢ uma droga pertencente a classe dos benzodiazepinicos,
que possui como principal propriedade inibicdo leve das fungdes
do sistema nervoso central permitindo assim uma acdo anticonvulsivante,
algum grau de sedagdo, relaxamento muscular e efeito tranqiiilizante. O
haloperidol tem como mecanismo de acdo o bloqueio seletivo do sistema
nervoso central, atingindo por competi¢do os receptores dopaminérgicos
pos-sinapticos. E, portanto, um bloqueador do receptor D, da dopamina. O
aumento da troca de dopaminas no cérebro produz o efeito antipsicotico.

O bloqueio dos outros receptores, além dos dopaminérgicos, estaria relacionado mais aos
efeitos colaterais da droga do que aos terapéuticos. Os antipsicoticos tradicionais, Haloperidol
(Figura 6) e Cloropromazina sdo eficazes em mais de 80% dos pacientes com esquizofrenia,
atuando predominantemente nos sintomas chamados produtivos ou positivos (alucinacdes e
delirios) e, em grau muito menor, nos chamados sintomas negativos (apatia, embotamento e

desinteresse).”

2.16 TESTE DO CAMPO ABERTO (open field )

Uma das formas de quantificar a varidvel “atividade motora” seja espontanea ou induzida
dos animais de experimentagdo, ¢ através do modelo experimental animal de “campo aberto”,
onde se coloca o animal numa caixa com assoalho quadriculado com o proposito de se medir o
nimero de quadrados percorridos pelo animal durante 5 ou 10 minutos. Subseqiientemente,
divide-se o nimero de quadrados percorridos, pelo tempo de prova em minutos, obtendo-se
assim, um indice quantificador que ¢ importante, uma vez que ao longo do tempo de prova, o
animal diminui a atividade motora em fun¢ao do fendmeno de habituacdo. O indice também ¢é
util para se determinar o nivel de ansiedade do animal j4 que a atividade motora pode ser
atribuida ao interesse do animal em conhecer o ambiente novo e¢ o temor (“ansiedade”) de
explorar esse ambiente simultdneamente, portanto este modelo também ¢ util no estudo dos
efeitos de compostos ansioliticos. Outros parametros a serem mensurados na prova, incluem o
nimero de defecagdes, nimero de vezes e tempo que o animal fica imdvel (congelamento) e

finalmente, nimero vezes que pratica movimentos de asseio individual *°.
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3.0 ARTIGO 1

Estudo da atividade analgésica em camundongos Swiss submetidos a diferentes
doses de Cloreto de magnésio (MgCl,) e de extrato hidroalcodlico a 30% da raiz
de Eclipta alba associado ou niao a Paracetamol e Clonazepam

Treto RRR, Cunha RM, Pinto, WJ, Graebner IB, Lima LV
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Estudo da atividade analgésica em camundongos Swiss submetidos a diferentes doses de
Cloreto de magnésio (MgCl,) e de extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de Eclipta alba
associado ou ndo a Paracetamol e Clonazepam

Autores: Treto RRR, Cunha RM, Pinto WJ, Graebner IB, Lima LV

Resumo

A percepcao dolorosa, aliviada funcionalmente através do sistema analgésico endogeno, reflete a
atividade do sistema nociceptivo o qual depende do nivel de excitabilidade do sistema nervoso,
portanto a procura de vias e formas que reduzam a excitabilidade deste sistema tornou-se uma
preocupacdo humana para assim aliviar a percep¢ao da dor. Objetivo: Determinar o limiar de
excitacdo do sistema nociceptivo em animais (camundongos) submetidos a tratamento com
diferentes doses de cloreto de magnésio (MgCl,) e extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de
Eclipta alba, associado ou ndo com Paracetamol ou Clonazepam. Material e Métodos:
Camundongos Swiss foram submetidos a tratamento com cloreto de magnésio, extrato
hidroalcoodlico a 30% da raiz de Eclipta alba, Paracetamol e Clonazepam.O limiar de excitacio
foi determinado através do teste da “Placa quente”. Resultados e Discussdo: O Cloreto de
Magnésio(130mg/Kg) e o Paracetamol (12.5mg/Kg) mostraram efeito analgésico sinérgico,
provavelmente devido a uma diminui¢do da excitabilidade neuronal nociceptiva acompanhado
de uma acdo despolarizante sobre o sistema analgésico enddégeno. O Clonazepam (0.066mg/Kg)
parece bloquear o efeito analgésico do cloreto de magnésio em nivel do sistema analgésico
endogeno (componente OFF), devido a hiperpolarizacdo neuronal por causa do influxo de
cloreto. O extrato fluido da raiz de Eclipta alba (500 e 250mg/Kg) parece ter tido acdo
analgésica comparavel com o Paracetamol devido provavelmente a ag¢do antioxidante de fendis e
polifenois presentes no extrato bem como a acdo inibidora da fosfolipase A2 por parte dos
flavonoides. Fenois e mandelolactona também presentes nos extratos poderiam ter contribuido a
analgesia através da inibicdo direta da sinteses de prostaglandinas. Conclusdes: A dose de
130mg/Kg de massa corporal de cloreto de magnésio teve efeito sinérgico com o Paracetamol. O
Clonazepam parece ter bloqueado o efeito analgésico do cloreto de magnésio em nivel do
sistema analgésico enddgeno. O extrato hidroalcoolico da raiz de Eclipta alba nas doses de 500
e 250mg/Kg de massa corporal mostraram atividade analgésica comparavel com a acdo do
Paracetamol entre 60 e 120 minutos.

Palavras chaves: Analgesia. cloreto de magnésio. paracetamol. Eclipta alba.
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Abstract

The pain perception represents an important adapting mechanism based on the nociceptive
system function, which depends on the excitability of the nervous system, thus, searching new
methods of control for the excitability in the nociceptive system is very important for the human
analgesia. Objective: To determine the excitation threshold of nociceptive system in mice treated
with different doses of magnesium chloride and hydroalcoholic fluid stratum of Eclipta alba
dead root either associated or not with Paracetamol or Clonazepam. Material and Methods:
Swiss mice were treated with magnesium chloride, hydro-alcoholic fluid stratum 30% of Eclipta
alba, Paracetamol and Clonazepam. The excitation threshold was determined by the “hot plate”
test. Result and Discussion: Magnesium chloride(130mg/Kg) showed a synergistic action with
Paracetamol(12.5mg/Kg) probably due to a low excitability in the nociceptive system and
depolarization in the endogenous analgesic system(OFF component). The Clonazepam
(0.066mg/Kg) seems to block an analgesic action of the magnesium chloride in the endogenous
analgesic system by the neural hyperpolarization, due to the chloride influx. The fluid stratum of
Eclipta alba,30%,(500 and 250 mg/Kg)seems to have shown a similar analgesic action
compared to the Paracetamol analgesic action, due to the antioxidant action of phenol and
polyphenol compounds ,the inhibitory action of the phospholipasic A2 by flavonoids compounds
and the specific inhibition of prostaglandins syntheses by phenols and mandelolactone
compounds, all presents in the fluid stratum of Eclipta alba, as well. Conclusions: Magnesium
chloride(130mg/Kg) strengthen the analgesic action of Paracetamol. The Clonazepam seems to
have blocked an analgesic action of magnesium chloride in the endogenous analgesic system.
The fluid stratum of Eclipta alba dead root (500 and 250mg/Kg) showed a similar analgesic

activity of Paracetamol between 60 and 120 minutes.

Key words: Analgesic. magnesium chloride. paracetamol. Eclipta alba.
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INTRODUCAO

O sistema da dor, sem duvida ¢ um dos mais importantes sistemas adaptativos do
homem, uma vez que, sua fungdo ¢ alertar o organismo sobre o dano tissular. A dor como

2

manifestagdo “psico-fisioldgica” ¢ também uma das experiéncias sensoriais mais desagradaveis
para o ser humano, aliviada fisiologicamente pelo sistema “analgésico endégeno™, que modula a
intensidade da sua percep¢do. De acordo com a “International Association from Study of Pain”
a dor ¢ uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel secundaria a um dano tecidual
corrente, potencial ou descrito com relacdo a tal dano”. Epistemolégicamente a dor ¢ uma
manifestacdo em primeira pessoa’, fisiologicamente, a dor tem trés componentes: a) tissular; b)
neural e ¢) de conduta'. Fatores morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos sdo os responsaveis
pelas diferencas na percepcio da dor entre sexos’, estd comprovado, por exemplo, que a

testosterona, apresenta acdo hipoalgica® no modelo da dor induzida por “formalina” em ratos

fémeas e machos.

O magnésio considerado o segundo ion mais importante no liquido intracelular devido a
participagdo como co-fator enzimatico em inimeras reagdes metabolicas®, se comporta também
como um antagonista natural do célcio, uma vez que nos canais de sodio e calcio dos receptores
NMDA (N-metil-D-Aspartato) o campo eletro positivo criado pelo magnésio promove repulsao
dos ions célcio que apresentam também cargas positivas, portanto o magnésio constitui uma
barreira eletro positiva ao influxo de céalcio quando a célula se encontra submetida ao potencial
de membrana em repouso’. Fungdes como aprendizado e memoria, mediadas pelos receptores
NMDA (glutamatérgicos) entre outros também dependem dos niveis de magnésio no plasma’,
dai que no hipocampo pode-se controlar a entrada massiva de calcio ao interior dos neurénios
por meio do tratamento com magnésio’ fato este que se torna extremamente relevante no
tratamento de doencas neurais degenerativas. O sulfato de magnésio também ¢ utilizado como

analgésico® e como adjuvante na anestesia veterinaria’.

O Paracetamol (acetaminofen) com acdo analgésica e antipirética, ndo possui ainda um
mecanismo de a¢ao devidamente esclarecido, acredita-se que participa na inibi¢do da sintese de
prostaglandinas (PG) tanto no sistema nervoso central quanto no periférico, bloqueando a

geracdo de potenciais de agdo. A inibi¢do da sintese de PG e/ou a inibigdo da ag¢do de outras
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substancias mediadoras da resposta nociceptiva, também poderia ser pelo menos parte do

mecanismo de acdo deste medicamento'”.

O Clonazepam ¢ uma benzodiazepina com agdo muito expressiva no sistema nervoso

1 g ~ . ~ o . r . .
central ~ diversas acdes farmacologicas sao descritas, inclusive ansioliticas e sedativas. Assim, o
Clonazepam ao interagir com o receptor gabaérgico tipo A potencializa o efeito inibitorio do
acido gama amino butirico (GABA) de modo que ocorre maior influxo de cloreto, gerando

12 13 .
, sendo assim, pode-se

hiperpolarizacdo da face interna da membrana celular (neuronal)
considerar que o clonazepam potencializa a agdo do GABA e portanto participa na modulacao
da excitabilidade neuronal, interferindo funcionalmente com pelo menos parte dos diferentes

sistemas neuronais encontrados no sistema nervoso.

Segundo Krishnaswamy, citado por Santos'®, a Eclipta alba conhecida popularmente
como agrido do brejo ou erva botdo (Figura 1), pertence a familia Asteraceae e ¢ uma planta
nativa dos paises de clima tropical e sub-tropical como Brasil, China, Australia, etc. E conhecida
popularmente através da Etnomedicina por apresentar varias acdes farmacologicas importantes,
tais como analgésica, anti-inflamatéria, hepatoprotetora e antiviral, além de atividades imuno
moduladora e nootropica. Segundo Shaikh, citado por Santos', esta planta tem sido utilizada
desde os tempos antigos em sistemas tradicionais de medicamentos e especificamente no

tratamento da epilepsia.

Figura 1 - Eclipta alba

Fonte: www.plantasmedicinaisefisioterapia.com

Portanto a busca de substincias e seus mecanismos de agdo, que de alguma forma
diminuam a algesia ou aumentem a eficiéncia do sistema analgésico endogeno tem sido um

objetivo do homem ao longo de séculos, para assim contribuir com o alivio da percep¢ao da dor
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humana e animal mais eficientemente. Neste trabalho serd abordado o segundo componente
fisiologico (fase ou etapa neural) do sistema da dor, componente este que sera aferido
quantitativamente, através do indicador “tempo de reacdo” do animal experimental, parametro,
que mesmo ndo sendo o limiar de excita¢do da dor, reflete o “limiar” da dor no nivel do sistema

nervoso.

OBJETIVO GERAL
Caracterizar a acdo farmacologica do Cloreto de Magnésio (MgCly), extrato fluido
hidroalcoodlico a 30% da raiz de Eclipta alba, Paracetamol e Clonazepam através de um modelo

de analgesia em camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Aferir os tempos de reagdo ao calor em camundongos Swiss submetidos a tratamento com
diferentes doses de MgCl, combinado ou ndo com Paracetamol;

b) Determinar os tempos de reagdo ao calor em camundongos Swiss submetidos a tratamento
com uma dose de MgCl, combinado ou ndo com Clonazepam;

¢) Determinar os tempos de reagdo ao calor em camundongos Swiss submetidos a tratamento

com diferentes doses do extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de Eclipta alba.

MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS

Foram utilizados 84 camundongos machos Swiss adultos jovens, além de equipamento
laboratorial e vidraria, luvas, seringas e agulhas para administragdo oral, crondmetro digital e
analgesimetro. MgCl, hexahidratado da UNIPHAR/Brasil, comprimidos de 500mg de
Paracetamol (Tylaflex pela MEDQUIMICA/Brasil), comprimidos de 0,5mg, de Clonazepam
(clopam /Lab. Cristalia/Brasil) e extrato hidroalcodlico a 30% obtido da raiz de Eclipta alba.

METODOS

Preparaciao e administracio de MgCl, — em 1,0grama de MgCl, hexahidratado adicionou-se
agua destilada até o volume de 10 mililitros (aproximadamente 100mg/mL). Cada animal
experimental recebeu as doses do MgCl, de acordo com o planejamento experimental presente

nas tabelas 1 € 2 enquanto que os animais controle negativo receberam agua destilada.
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Preparacido e administracio do Paracetamol — em 125mg de Paracetamol adicionou-se dgua
destilada até o volume de 60 mL (aproximadamente 2,08mg/mL). Cada animal experimental
recebeu a dose de Paracetamol de acordo com o planejamento experimental presente nas tabelas

1 e 3, enquanto que os animais controle negativo receberam agua destilada.

Preparacao e administracdo do Clonazepam — em 0,125mg de Clonazepam adicionou-se agua
destilada até o volume de 10 mL (aproximadamente 0.0125 mg/mL). Cada animal experimental
recebeu a dose de Clonazepam de acordo com o planejamento presente na tabela 2, enquanto que

0s animais controle negativo receberam agua destilada.

Preparaciao e administracdo do extrato de Eclipta alba - O material vegetal foi coletado de
plantas de acordo com as normas higi€nicas e sanitarias estabelecidas. As raizes foram secas e
moidas para posterior estocagem e uso. O extrato hidroalcodlico foi elaborado nos laboratdrios
da Universidade Federal do Acre (UFAC). Para uso experimental o extrato foi dissolvido em
agua destilada, ajustando o ph para 7.4. Posteriormente foi administrado aos animais de
experimentacdo segundo o planejamento que aparece na tabela 3. O grupo controle negativo

recebeu 4agua destilada.

A toxicidade aguda em camundongos foi avaliada através da administracdo oral de doses
crescentes do extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de Eclipta alba a diferentes grupos de
animais (n=6), as doses foram: 250mg/Kg, 500mg/Kg e 1000mg/kg de massa corporal,
verificando o niimero de Obitos e/ou alteracdes sensori-motoras e na conduta apos 48 horas'’.

Nao se reportaram Obitos, nem outras alteragdes funcionais e de conduta evidentes.
As doses utilizadas foram definidas da seguinte forma:

a- Cloreto de magnésio: A partir das doses de magnésio utilizadas em trabalhos clinicos
anteriores e fazendo uma curva dose-resposta em camundongos, se definiu a faixa de doses com
atividade mais expressiva segundo os objetivos do trabalho; b- Paracetamol: A partir das doses
utilizadas no humano e referidas nas bulas do medicamento e fazendo uma curva dose-resposta
em camundongos, se escolheu a dose com atividade mais adequada tendo em vista que, se
precisava saber se era possivel potencializar a acdo do medicamento, portanto a dose deste
ultimo deveria ser relativamente baixa. O excipiente ligado ao medicamento, ndo foi extraido;

c- Clonazepam: A partir das doses utilizadas no humano e referidas nas bulas do medicamento e
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fazendo uma curva dose-resposta em camundongos, se escolheu a dose mais adequada tendo em
vista que tratadvamos induzir no neurénio o influxo de cloreto para gerar assim uma relativa
hiperpolarizagdo neuronal e nao sedacdo e sono no animal. O excipiente ligado ao medicamento
ndo foi extraido; d- As doses do extrato hidroalcoolico da raiz de Eclipta alba se tomaram a

partir das doses utilizadas no teste de toxicidade aguda realizado com antecedéncia.

Procedimento - Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos adultos, procedentes do
Biotério do laboratério de Fisio Farmacologia da Universidade Federal do Acre (UFAC), entre 8
e 10 semanas de idade e massa corporal entre 30 e 45 gramas, mantidos em regime de claro/
escuro de 12/12 horas e com agua e comida ad libitum bem como temperatura constante de 25°C.
Os grupos experimentais foram constituidos de 6 animais cada, escolhidos de forma aleatoria,
partindo do pré requisito da homogeneidade da populacdo e estratificagdo por massa corporal.
As tabelas 1,2 e 3 apresentam os tratamentos propostos € o desenho experimental. Todos os
animais foram manipulados segundo as normas do CONSEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal) atendendo as normas da Comissio de Etica no Uso de Animais da
UFAC, processo n° 23107.014618/2014-78.

Determinacio da atividade analgésica - A analgesia foi determinada através do teste da “placa
quente”'®, utilizando um analgesimetro do tipo “hot plate” marca Insight. A placa foi mantida a
temperatura constante de 51.0°C. Na prova, o animal de experimentacdo foi colocado sobre a
placa de tal forma que os membros posteriores ficaram em contato com a superficie quente da
mesma simultaneamente e se determinou (observacgao visual e crondmetro digital) o tempo que o
animal demorou em lamber qualquer um dos membros posteriores (tempo de reagdo). Esse
tempo ¢ de fato uma medida indireta do “limiar de excita¢do” das terminac¢des nervosas livres ou
receptores da dor. O tempo maximo de prova foi de 25 segundos para ndo desencadear
comprometimento dos receptores cutaneos. O primeiro controle nos experimentos 1 e 2, foi o
proprio animal de experimentacao de modo que antes do procedimento experimental o animal foi
colocado na “placa quente” para determinar o tempo de reacdo basal. O segundo controle foi o
proprio grupo de animais controle em cada um dos experimentos. Em todos os casos foi feito
um estudo de amostras independentes. A variavel utilizada foi de razdes ou proporcional e o
“indicador” para aferir a mesma foi o “tempo de reagao”.

Experimento 1
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Tabela 1 - Esquema de tratamento. Acio do Cloreto de Magnésio (MgCl,) sobre a atividade

analgésica induzida por Paracetamol (Parac.) em camundongos Swiss adultos machos.

GRUPO DET. BASAL TRATAMENTO DET. POS-TRAT.
EXPERIMENTAL

GI PQ MgCl, (100mg/Kg)  Parac.(12,5mg/Kg) PQ PQ

GII PQ MgCl, (130mg/Kg)  Parac.(12,5mg/Kg) PQ PQ

GllIc+ PQ Agua dest.(0,10ml)  Parac.(12,5mg/Kg) PQ PQ

GIVec- PQ Agua dest.(0,10ml) Agua dest.(0,10ml) PQ PQ

Tempo (min.) -60 0 30 90 120

DET. BASAL: determinagdo basal; DET. POS-TRAT.: determinagdo poés-tratamento; PQ:Placa quente; n=6; GI:
grupo [; GII: grupo II; Glllc+: grupo IIT (controle positivo); GIVc-: grupo IV (controle negativo). A administragao
de MgCl, ocorreu via intraperitoneal enquanto que a administragdo do Paracetamol se deu por via oral. Os valores
referentes aos “tempos de reagdo” foram comparados estatisticamente. -60: indica uma hora anterior ao inicio do
experimento. (*):Diferenca estatisticamente significativa.

Experimento 2

Tabela 2 - Esquema de tratamento. A¢ao do Clonazepam (Clon.) sobre a atividade analgésica

induzida por Cloreto de Magnésio (MgCl,) em camundongos Swiss adultos machos.

GRUPO DET. TRATAMENTO DET. POS-TRAT.
EXPERIMENTAL BASAL
GI PQ Clon.(0,066mg/Kg) MgCly(130mg/Kg) PQ PQ
Gllct+ PQ Agua dest.(0,10ml) MgCly,(130mg/Kg) PQ PQ
Glllc- PQ Agua dest.(0,10ml) Agua dest.(0,10ml) PQ PQ
Tempo (min.) -60 0 30 90 120

DET. BASAL: determinacao basal; DET. POS-TRAT.: determinacdo pds-tratamento;PQ:Placa quente; n=6; GI:
grupo I; Gllc+: grupo II (controle positivo); GIllc-: grupo III (controle negativo). A administracdo de Clonazepam
se deu via oral enquanto que a administracdo de MgCl, ocorreu via intraperitoneal. -60: indica uma hora anterior ao
inicio do experimento. Os valores referentes aos “tempos de reagdo” foram comparados estatisticamente.

(*):Diferenca estatisticamente significativa.

Experimento 3
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Tabela 3 - Esquema de tratamento. A¢do do extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de
Eclipta alba sobre a nocicep¢ao em camundongos Swiss adultos machos.

GRUPO TRATAMENTO DET. POS-TRAT.
EXPERIMENTAL
GI Extrato fluido(500mg/Kg) PQ PQ PQ PQ
GII Extrato fluido(250mg/Kg) PQ PQ PQ PQ
Glllc+ Paracetamol(12,5mg/Kg) PQ PQ PQ PQ
GIVe- Agua destilada(0,10ml)  PQ PQ PQ PQ
Tempo (min.) 0 60 90 120 150

DET. POS-TRAT.: determinagdo pos-tratamento;PQ:placa quente; n=6; GI: grupo I;
GII: grupo II; GIIIc+: grupo III (controle positivo); GIVc-: grupo IV (controle negativo).
A administracdo do Paracetamol (Parac.) e extrato fluido de Eclipta alba se deram por
via oral.Os resultados “tempos de reacdo” foram comparados estatisticamente.
(*):Diferenca estatisticamente significativa.

Foram utilizados os testes de Mann Whitney (ndo paramétrico) e o teste “¢” de Student
(paramétrico) para amostras consideradas muito pequenas (n<8) e independentes, com intervalo
de confianca de 95% (p<0,05)"". Para comprovar a distribuicio normal dos valores obtidos nos
experimentos se utilizou a prova de Shapiro-Wilk com uma confianga de 95%. Os resultados se
expressam através da “média aritmética grupal” e o “erro padrdo da média”. Para considerar

diferencas entre grupos, ambas as provas devem indicar diferengas significativas.
RESULTADOS E DISCUSAO
Experimento 1

O Grafico 1 mostra que aos 90 minutos da administragdo de MgCl,, os Grupos I (tratado)
e III (controle positivo) mostraram atividade analgésica significativa com relacao ao controle
negativo (Grupo IV),entretanto, a resposta analgésica foi de igual magnitude, ou seja
estatisticamente igual para ambos os grupos(I e III). Dessa forma, ndo houve agdo analgésica do
MgCl; na dose de 100 mg/Kg de massa corporal e que a analgesia obtida deve-se a acdo do

Paracetamol.

O Grupo II (tratado) e o Grupo III (controle positivo) mostraram atividade analgésica

estatisticamente diferente quando comparados com o grupo controle negativo (Grupo V), sendo
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que a atividade analgésica maior esteve presente no Grupo II. Assim, a dose de 130mg/Kg de

massa corporal de MgCl, parece ter efeito potencializador em associagdo com o Paracetamol.

Esses resultados podem ser explicados

em funcdo dos principios da analgesia, de fato,
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o segundo componente, ¢ constituido por MgCl,(130mg/Kg)+Parac.;GlII-Parac.;GIV-Agua
destilada.

estruturas  localizadas no talamo e coOrtex

cerebral somato-sensitivo (giro pos central).

Estas estruturas analisam os sinais procedentes dos receptores da dor e integram esses
sinais, gerando-se assim a percepgdo da dor “'*'°. Aumentos nos niveis plasmaticos de Mg™ e
no liquido extracelular, condicionam provavelmente despolarizacdo neuronal em funcio de sua
tendéncia eletroquimica, toda vez que sobre o ion magnésio estaria atuando uma forga elétrica
(F=+q.E) onde:+g=valor da carga idnica;E=campo elétrico transmembrana (reflexo do potencial
de membrana) além do aumento do gradiente de concentragdo que também facilita
probabilisticamente o influxo do ion. A despolarizacdo pode fazer o neurénio mais excitavel ou
menos excitdvel em dependéncia do valor do limiar de excitagdo do mesmo. O possivel
“bloqueio” dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) por parte do magnésio’ ndo condiciona
hiperpolarizagdo de modo que ¢ provavel que, em um nivel de despolarizacao acima do valor de
limiar de excitabilidade do sistema da dor, associado ou ndo a um determinado grau de
“bloqueio” dos canais de sodio e calcio em fungio das concentragdes de magnésio’, tragam

como conseqliéncia final a ndo geracdo e/ou conducdo de potenciais de acdo no sistema
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. . oy eq- . . . , . , 1.18
nociceptivo. Outra possibilidade seria por meio do sistema analgésico enddgeno ', formado por

diversas estruturas situadas principalmente no tronco encefalico e medula espinhal as quais

modulam as informagdes oriundas dos receptores de dor regulando assim as informagdes

algésicas que chegam ao tdlamo e cortex somato- sensorial. A sele¢do da informagdo no tronco

cerebral e medula espinhal se realiza por meio de multiplas conexdes neurais do tipo excitatorias

e inibitorias (Figura 2).

De fato, a despolarizagao parcial ou total
de parte deste sistema (componente OFF),
poderia  condicionar a  liberagdo  de
neurotransmissores excitatorios e/ou inibitdrios
bem como a geracdo ou ndo de potenciais de
acdo a partir de estruturas centrais como 0s
nucleos do Rafe, Substincia cinzenta
periaquedutal "'* ¢ outras, como por exemplo,
as vias descendentes da medula espinhal ou
especificamente na substancia  gelatinosa
(laminas de Rexed) nos cornos posteriores da
propria medula espinhal®. A ativagio do
componente OFF, inibe o componente ON.
Diversos autores defendem que as mudancas na
integridade das membranas neuronais do
sistema da dor, devido as mais variadas causas®'
podem  provocar alteracdes metabolicas
refletindo-se em importante modificacdo no
estado coloidal intracelular de sol para gel®!,
estabilizando a membrana, e esta, portanto
poderia ter sido a causa direta do aumento do
limiar de excitagdo, essa forma de interpretacao

¢ chamada de “teoria fisica”.
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Figura 2 - Sistema nociceptivo em associagdo com o sistema
analgésico endoégeno. As linhas descontinuas indicam o trato
anterolateral,via esta que transmite a informagdo da dor e
temperatura. As linhas continuas indicam as vias do sistema
analgésico endogeno e como estas, mediante circuitos “on-
off” modulam os sinais nociceptivos que penetram na medula
espinhal.
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Esses efeitos poderiam ter ocorrido tanto em nivel periférico quanto central. Em
contrapartida, outros autores defendem uma seqiliéncia de eventos contraria, ou seja, de que as
mudancas metabodlicas conduziriam a estabilidade membranar, essa forma de entendimento
denomina-se “teoria bioquimica”. A estabilidade da membrana aumenta o limiar de excitagdo
dificultando, portanto, a génese e/ou a condugdo do potencial de acdo até as estruturas centrais

envolvidas com a algesia'.

Acredita-se que o Paracetamol inibe a sintese de prostaglandinas provavelmente da série
“E”(entre outros mecanismos propostos). O Paracetamol devido a sua agdo redutora, intervem
no metabolismo de um substrato da enzima ciclooxigenase, diminuindo sua agio®. Também
pode interferir nos mecanismos de sinteses e/ou agdo fisiologica de determinados mediadores
quimicos da resposta nociceptiva, dita acdo pode ser central e/ou periférica, diminuindo assim a

percepcio da dor'”.

Aos 120 minutos apos a administracao de cloreto de magnésio (Grafico 2) a resposta dos
animais nao foi diferente quando comparados com o tempo de 90 minutos. De fato, a resposta
foi essencialmente igual e nos graficos obtidos observa-se somente uma pequena tendéncia no

Grupo I de retornar aos valores basais.
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acelerando a queda da resposta analgésica.

) Grafico 2 - Acdo analgésica do Paracetamol em
Provavelmente, a dose de 100 mg/Kg de massa animais pré tratados com diferentes doses de cloreto

corporal de cloreto de magnésio ndo foi suficiente
ou ndo houve adequada absor¢ao capilar resultando MgCly(130mg/Ke)-Parac.GIII-Parac.:GIV-Agua
em niveis abaixo da concentragdo plasmatica  destilada.

terapéutica.

de magnésio. Estdo representados a média e o erro
padrao da média do tempo de reagdo final/tempo de
reagdo basal.GI-MgCl,(100mg/K g)+Parac.;GII-
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Os Grupos II e Illc+ permaneceram estatisticamente diferentes, semelhante ao que
ocorreu entre esses dois grupos aos 90 minutos e finalmente os Grupos Illc+ e IVc-,
conservaram também a diferenca estatistica significativa que mostraram aos 90 minutos sendo

que a tendéncia a reduc¢do da resposta no Grupo Illc+ foi verificada neste tempo(120 minutos).

Experimento 2

O Grupo IIct+ apresentou efeito analgésico estatisticamente significativo quando
comparado com o Grupo I aos 90 minutos (Grafico 3 A). Quando comparados os Gllc+ e GIllc-
(controle positivo e negativo respectivamente) a diferenca estatistica também existe, a que deve
ser atribuida ao tratamento com MgCl, administrado ao Grupo Ilc+.

Aos 120 minutos o Grupo Ilc+ mostrou (Grafico 3 B) maior atividade analgésica se
comparado com os Grupos I e Illc-. Esses resultados podem ser explicados em funcdo da
auséncia de atividade analgésica no Grupo I (clonazepam) em ambos os tempos de provas, ¢ da
atividade analgésica no Grupo Ilc+ (MgCl,), reforcando a idéia de que a agdo analgésica
encontrada neste ultimo grupo parece estar associada a despolarizacdo (parcial ou total) e ndo a
uma hiperpolarizacdo, uma vez que, no Grupo I (pré tratado com clonazepam) parece ter
ocorrido bloqueio total ou quase total da agdao analgésica do MgCl,, provavelmente devido ao

conteudo supostamente elevado de Cl” no interior dos neuronios dos animais deste Grupo.
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Grifico 3 A - Agdo do clonazepam sobre a Grifico 3 B - Efeitos do Clonazepam sobre a
at1v1dad§ analgésica 1ndu21dg por cloret9 de atividade analgésica induzida por cloreto de
magnesio,se representa a Enedla ¢ o erro padrdo (}a magnésio,se representa a média e o erro padrdo da
média do tempo de reagdo final/tempo de reacdo média do tempo de reagdo final/tempo de reacdo
basal.(90  minutos).GI-Clon.+MgCl(130mg/Kg); basal.(120 minutos).GI-Clon.+MgCl,(130mg/Kg);

GII-MgCly(130mg/Kg);GIlI-Agua destilada. GII-MgCly(130mg/Kg);GIII-Agua destilada.



60

Provavelmente neste caso, a agdo farmacologica do clonazepam na dose empregada foi
expressiva no nivel do sistema analgésico enddgeno (principalmente no componente OFF),
causando “hiperpolarizacdo”, devido a entrada massiva de Cl" ao interior neuronal, o que
impediu a despolarizacio efetiva por parte do ion Mg, e/ou devido a possivel agdo do
Clonazepam'', na redugdo direta ou indireta da sintese e/ou liberagio de neurotransmissores',
que ndo permitiu a ac¢do estimuladora correta do fon Mg™. A inibi¢do do componente OFF,
facilita o componente ON. Se a acdo do clonazepam tivesse ocorrido no sistema nociceptivo
entdo provavelmente o Grupo I, mostraria agdo analgésica. O fato de aumentar o nivel de MgCl,
nos liquidos extracelulares, implica, conseqiientemente na elevagdo do CI” extracelular, substrato
basico da acdo do clonazepam. O CI se distribui passivamente dependendo do potencial de

membrana em I'GpOLlSO1 .

Quando comparados os Grupos Ilc+ e Illc-, entre si, os resultados complementam os
dados préviamente discutidos, uma vez que o Grupo Ilc+ (controle positivo) mostrou acao
analgésica estatisticamente significativa com relagdo a si proprio e com relagdo ao Grupo Illc-
que recebeu tratamento com agua destilada, mostrando mais uma vez o efeito analgésico do
MgCl,. Aos 120 minutos de experimentacdo, os resultados sdo similares aos obtidos
anteriormente (90 minutos) o que reafirma a permanéncia das diferencas estatisticamente
significativas, assim o Grupo I, continua sem atividade analgésica enquanto que o Grupo Ilc+
continua mostrando agdo analgésica e finalmente o Grupo Illc- (controle negativo), sustenta a

sua condicao de nao analgesia (Grafico 3 B).

Experimento 3

Quando comparados Grupos I e II (tratados com o extrato hidroalcodlico a 30% da raiz
de Eclipta alba) com relagdo ao Grupo III (controle positivo), tratado préviamente com
Paracetamol, se confirma que aos 60 minutos ndo existem diferencas estatisticamente
significativas nos tempos de reagdo entre os grupos (Grafico 4), de modo que, nesse tempo o
extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de Eclipta alba parece mostrar igual atividade analgésica
que o Paracetamol, nas doses utilizadas. A atividade analgésica também se mostrou presente
nesses grupos aos 90 e 120 minutos. Na comparacao da atividade analgésica dos trés Grupos, no
terceiro tempo de prova, contra os trés Grupos no segundo tempo de prova, se comprovou que

nao houve diferencas entre eles estatisticamente significativas.
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Grafico 4 - Acdo do extrato fluido de Eclipta alba sobre os
tempos de reacdo dos camundongos no teste da placa quente,se
representa a média e o erro padrdo da média dos tempos antes
referidos.Ndo houve diferencas estatisticamente significativas
aos 60,90 e 120 minutos.GI-Extrato fluido (500mg/Kg);GII-
Extrato fluido(250mg/Kg);GIII-Paracetamol.

Em contraste, aos 150 minutos, os Grupos I e II, mostram tempos de reagdo similares aos
obtidos no primeiro tempo (60 minutos), indicando claramente o inicio do declinio da atividade
analgésica do extrato fluido de Eclipta alba. Por outro lado, o Paracetamol continuou
aumentando a sua acao analgésica tanto em intensidade, quanto em tempo de duracdo. Assim, o
extrato hidroalcodlico a 30 % da raiz de Eclipta alba parece ter mostrado efeito analgésico

comparavel com o Paracetamol aos 60, 90 e 120 minutos, no modelo animal e doses escolhidas.

[
(=]

—_
(9]

Tempo (segundos)
=

i

GIII GIV GIII GIV GII GIV GII GIV
60 min. 90 min. 120 min. 150 min.

Grifico 5 - Acdo do Paracetamol sobre os tempos de reacdo dos
camundongos no teste da placa quente, se representa a média e o
erro padrdo da média dos tempos antes referidos. As diferencas
foram estatisticamente significativas em todos os tempos. GIII-
Paracetamol; GIV-Agua destilada.
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O Grafico 5 mostra que os animais do Grupo Illc+ (que receberam Paracetamol),
apresentam tempos de reacao progressivamente maiores entre 15 e 21 segundos ao longo dos
quatro tempos utilizados no experimento, evidenciando a acdo analgésica do farmaco. J& o
Grupo IVc- (que recebeu agua destilada) mostra tempos de reacdo similares ao longo do
experimento (entorno de 10 segundos). Finalmente, quando comparados os Grupos I e II,
tratados com o extrato fluido de Eclipta alba e o Grupo IV (controle negativo), comprovamos

diferencas estatisticamente significativas nos tempos de 120 e 150 minutos.

O extrato de Eclipta alba apresenta diversas substancias bioldgicamente importantes tais
como,acido mandélico, dimetilmandelolactona (lactona), terlienilcarbinol (glicosideo), apigenina
(flavona), luteolina (derivado flavénico), sitosterol, estigmasterol (esterdides)®. Contudo, os
efeitos analgésicos da Eclipta alba podem ser atribuidos a mandelolactona, um éster com
propriedades antiinflamatorias® por que as acdes analgésica e antiinflamatéria dependem da
inibicdo da sinteses de prostaglandinas. Componentes fendlicos do extrato, mostraram in vitro
inibi¢do da sinteses de prostaglandinas, efeito este, que poderia ser (indiretamente) o responsavel
pelo menos em parte da agdo antiinflamatoria da mandelolactona®. Fernandez e colaboradores™
sugerem que fenodis e polifenois sao os responsaveis pela acao antioxidante no modelo in vitro de
“omogenato de cérebro”, portanto a mandelolactona e wedelolactona (polifenol encontrado no
referido extrato fluido, com agéo inibidora enzimatica comprovada'®) também poderiam possuir
acdo antioxidante (estabilizadora das membranas bioldgicas) direta ou indiretamente, e acao
inibidora da sinteses de prostaglandinas. Estudos mostram que os flavondides em geral e
principalmente os que possuem sistemas ‘“catecois” (benzenodiol) participam na inibi¢do da

. 14,25
fosfolipase A2 presente no veneno de serpentes

, trazendo como conseqiiéncia a ndo
liberagdo (a partir das membranas) e conseqiiente ndo transformacdo metabolica do 4cido
araquidonico. A inibi¢do enzimadtica antes referida poderia estar presente em camundongos, por

que os flavonoides estdo na composicio dos diferentes extratos de Eclipta alba.”

Portanto, a partir da composi¢cdo quimica e agdes analgésicas mensuradas, o possivel
mecanismo de a¢do do extrato fluido da Eclipta alba, pode ser atribuido a inibicao da sintese de
prostaglandinas, sobretudo do tipo “E” atuando assim em nivel periférico e/ou central. As
prostaglandinas, bradicinina e fator de crescimento nervoso, causam alteragdes nos receptores

vaniloides especificos (TRPV1 ) acoplados a canais i0nicos-ligantes-dependente via ativagao do
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AMPc e protein cinase, reduzindo o tempo de pos-hiperpolarizacdo da membrana neural,
gerando queda do limiar para o disparo da fibra®®(hiperalgesia). Os receptores TRPV2 e
receptores “indeterminados”(os quais nao precisam dos receptores TRPV1 e TRPV2) poderiam
estar participando também na detecgdo do calor nocivo’’. E provavel que uma substincia
“endovanildide”’se forme na lesdo tecidual e faga mediagdo entre a estimulagdo térmica e a
resposta receptora’’. Portanto (no experimento 3) o aumento do limiar de excitacio desses
terminais nervosos poderiam estar condicionando hipoalgesia. A inibicdo na sintese de
prostaglandinas da série E poderia estar provocando queda na freqiiéncia de descarga de
potenciais de acdo por parte do sistema da dor devido a reducdo da expressdo funcional dos
receptores TRPV 1%, efeito que poderia ser acompanhado ou ndo de uma acfo antiinflamatoria

local, uma vez que, as prostaglandinas sdo importantes mediadores inflamatorios.

A acdo antioxidante antes referida preserva a estrutura e integridade das membranas
plasmatica e intracelulares, trazendo como conseqiiéncia maior estabilidade destas e, portanto,
menor probabilidade de liberagio dos seus componentes e entre eles o 4cido araquidénico®, o
qual sabemos ¢ catalisado pelas enzimas cicloxigenases se transformando em prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos®, substancias mediadoras de diferentes respostas fisiologicas entre
elas as inflamatodria e algésica. Todos esses mecanismos atuando em sinergia, inibindo de uma
forma ou outra a sinteses de prostaglandinas, principalmente da série “E” produziriam aumento

do limiar de excitag¢@o do sistema nociceptivo e, portanto analgesia.
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CONCLUSOES

Tendo em conta as doses administradas aos animais experimentais € o modelo
experimental escolhido para realizar as determinagdes do efeito analgésico assim como os
tempos de provas utilizados em ditas determinagdes, pode-se concluir que o MgCl, na dose de
100 mg/kg de massa corporal ndo mostrou atividade analgésica nos tempos 90 ¢ 120 minutos,
enquanto que na dose de 130 mg/Kg de massa corporal, potencializou o efeito analgésico de
Paracetamol nos tempos de 90 e 120 minutos, além disso, mostrou atividade analgésica “per si”
nos tempos antes referidos provavelmente devido a efeitos similares aos “efeitos eletrofisicos”
induzidos pelas correntes galvanicas. Ja o clonazepam na dose empregada, parece ter bloqueado
o efeito analgésico do MgCl, aos 90 e 120 minutos. Pelo menos parte do efeito analgésico do
MgCl; pode ser atribuido a agdo despolarizante do mesmo, sobre o sistema analgésico endogeno.
O extrato hidroalcodlico a 30% da raiz de Eclipta alba nas doses de 500 mg/Kg e 250 mg/Kg de

massa corporal mostraram atividade analgésica “per si” entre 60 e 120 minutos, esse efeito

parece ser comparavel (em intensidade) com o efeito analgésico do Paracetamol.
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Estudo da atividade motora em camundongos Swiss submetidos a tratamento prévio com

Cloreto de magnésio (MgCl,) e Clonazepam

Treto RRR, Cunha RM, Pinto WJ, Souza MN, Gutierrez LAS

Resumo

O magnésio (Mg™) ¢ o antagonista natural do calcio e & responsavel por diversas agdes
fisiologicas tais como a fluidez das membranas e modulagdo na liberagdo da acetilcolina. A
excitabilidade neuronal depende dentre outros fatores, dos niveis de magnésio intracelular e
extracelular, portanto a excitabilidade do sistema motor somatico nos mamiferos dependeréd da
excitabilidade dos motoneurdnios localizados nos sistemas nervosos central e periférico, sendo
assim, mudancas na composi¢do ambiental extracelular do sistema motor deve trazer como
resultado alteracdes na atividade (funcdo) deste sistema. Objetivo: Determinar a acgdo de
diferentes doses de MgCl, (associado ou ndo a Clonazepam) bem como a agdo do clonazepam
associado ao exercicio fisico sobre a atividade motora em camundongos Swiss € no relaxamento
muscular esquelético dos mesmos. Material e Métodos: Camundongos Swiss foram submetidos
a tratamento com MgCl,, Clonazepam e exercicio fisico. Determinou-se a atividade motora
através do teste de “Campo aberto” e o relaxamento muscular mediante o teste da “grade
metalica vertical”. Resultados e Discussao: O MgCl, (24.4 ¢ 27.7mg de Mg/Kg) parece ter
induzido aumento da atividade motora espontanea, provavelmente devido a despolarizagao e/ou
aumento na libera¢do de neurotransmissores nas estruturas motoras. O MgCl, (100 e 130mg/Kg)
combinado com clonazepam (0.066mg/Kg) provocou reducdo na velocidade de queda da
atividade motora em animais submetidos pela segunda vez a prova de “campo aberto” se opondo
ao fenomeno normal de habituacdo ao ambiente, provavelmente a acdo despolarizante do MgCl,
seja responsavel deste resultado. O Clonazepam (0.033mg/Kg) combinado com o exercicio fisico
(natacdo) provocou redugdo expressiva na velocidade de queda da atividade motora dos
camundongos, provavelmente devido a mecanismos relacionados a plasticidade neuronal
[depressdo em longo termo(LTD) e potenciagdo em longo termo(LTP)], apoiados pelo influxo de
cloreto. A prova de relaxamento muscular estriado ndo acusou alteragdes no tonus, forca,
equilibrio e coordenagdo motora. Conclusdes: As doses de 24.4 e 27.7mg de Mg/Kg de peso

provocaram aumento da atividade motora espontanea. As doses de 100 e 130mg de MgCl,/Kg de
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peso corporal combinado com Clonazepam provocaram aumento da atividade motora. O
Clonazepam (0.033mg/Kg) combinado com atividade fisica  potencializou o sistema motor

(aumento da atividade motora), provavelmente através dos mecanismos de plasticidade neuronal.

Palavras chaves: Cloreto de magnésio. atividade motora. atividade fisica. plasticidade neuronal.
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Abstract

Magnesium, a natural calcium antagonist has different physiological actions: the increase of the
membrane fluidity, modulation of acetilcholina secretion, and others. Thus the neurological
excitability will depend, among others, on the levels of intracellular and extracellular
magnesium and the mammal motor system excitability. Changes in the environmental
composition surrounding the nervous cellular membranes of the motor system will induce
hyperactivity or hipoactivity in the somatic motor system. Objectives: To determine the
pharmacologic action of different doses of magnesium chloride associated or not with
Clonazepam on the motor behavior(motor activity)and the muscular relaxation level on Swiss
mice.To determined the pharmacologic action of Clonazepam associate with the physical activity
on the motor behavior. Material and Methods: The Swiss mice were treated with magnesium
chloride, Clonazepam and physical activity (in the swimming pool).The motor activity — was
determined by the “Open Field” test and the muscular relaxation level was determined by the
“Vertical metallic wall” test. Results and Discussion: The magnesium chloride(24.4 and
27.7mg/Kg) stimulated the spontaneous motor activity in mice, depolarization and high
secretion of neurotransmitters in the motor system may be considered the causes of this result.
Magnesium chloride(100 and 130mg/Kg) associated with Clonazepam(0.066mg/Kg), stimulated
the motor activity making the low velocity decrease of the motor activity in mice put into the
“open field” box twice and three times, in contrast to their natural behavior(habituation). The
height motor activities, associated with Clonazepam(0.033mg/Kg) and physical activities
(swimming)may be explain by the neural plasticity mechanisms(long term depression(LTD)and
long term potentiation (LTP), associated with the chloride influx. The muscular relaxation level
(tone, force, equilibrium and coordination) was normal for all groups, and is not different
among the experimental groups. Conclusions: Magnesium chloride (24.4 and 27,7 mg of
Mg/Kg) increased the motor activity. Magnesium chloride (100 e 130mg/Kg) associated with
Clonazepam increased the motor activity. Clonazepam(0.033mg/Kg) associated with the

physical activity strengthens the motor activity through of neural plasticity mechanisms.

Key words: Magnesium chloride. motor activities. physical activity. plasticity mechanism.
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INTRODUCAO

O magnésio (Mg™) é o quarto fon em importancia para os mamiferos, ¢ o segundo fon em
importancia em nivel intracelular, se concentra principalmente no interior de todas as células do
organismo, ¢ o antagonista natural do célcio e participa em aproximadamente 300 reacdes
metabolicas diferentes'. Sabe-se que a fluidez das membranas celulares e mitocondriais depende
dos niveis de magnésio’. Ac¢des como, por exemplo, a reducio da liberacdo de acetilcolina,
diminui¢do da sensibilidade e intensidade do potencial da placa motora estdo associadas a queda
dos niveis plasmaticos de magnésio®. O Mg ainda est4 relacionado a diversas outras funcdes
bioldgicamente importantes tais como, aprendizado, memoria e excitabilidade neuronal®, além
disso, 0 Mg™ (na forma de sulfato de magnésio), ¢ utilizado como agente analgésico’ e como
coadjuvante no tratamento da doenca de Alzheimer, onde atua retardando os possiveis processos
pré-apoptoticos e apoptdticos ocasionados pelo influxo de célcio nos neurdnios pds-sinapticos
hipocampais®,

De fato, a excitabilidade neuronal e muscular tem relacdo direta com a correta
distribuicado de ions em ambas as faces da membrana celular, portanto a atividade motora
também dependerd desta distribui¢do ionica. E possivel mensurar a atividade motora somética
através da relacdo matematica entre: dopamina/serotonina ou noradrenalina/serotonina nessas
estruturas nervosas motoras', devido a enorme quantidade de contatos sinapticos tipo neuro-
neuronais dopaminérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos encontrados nas mesmas”. Qualquer
interferéncia nessa distribuicdo idnica e nesses sistemas de neurotransmissores torna possivel
modular o nivel de trabalho do sistema motor somético. O ion Mg+2 faz parte da estrutura do
receptor NMDA (N-metil-D- aspartato), importante receptor glutamatérgico’ que se comporta
como um canal de sodio e célcio nas membranas neuronais e que faz parte de diversos sistemas
funcionais. A maior parte dos alimentos processados industrialmente ndo possui as quantidades
de magnésio requeridas pelo organismo humano, o que torna comum a hipomagnesemia,

sobretudo, na populacdo adulta e da terceira idade.

O Clonazepam, ¢ um medicamento da familia das benzodiazepinas, capaz de desencadear
acdes sedativas, ansioliticas e anticonvulsivantes, dentre outras®. Parece interagir com os
receptores gabaérgicos tipo A, responsaveis, junto com o neurotransmissor inibidor acido gama

amino butirico (GABA), do aumento na permeabilidade da membrana celular (neuronal) ao ion
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cloreto®. Esta interagio medicamento-receptor potencializa a agio do neurotransmissor antes
. . - . . ~ 8 A .

referido e aumenta o influxo de CI” gerando hiperpolarizagdo” nos neurdnios e conseqiientemente

alterando a excitabilidade neuronal. Desse modo, o clonazepam modula a excitabilidade dos

centros nervosos tendo, portanto agdo de potenciagdo com relacio ao GABA’ .

Portanto, a excitabilidade neural ¢ base fisiologica das acdes anteriormente referidas e
dessa excitabilidade dependerdo as atividades motoras voluntarias e involuntarias, dai que o
cortex motor primario, areas pré-motoras, ganglios basais, sistemas piramidal e extrapiramidal e
até mesmo sistema muscular esquelético'® poderiam estar hiper ou hipo ativados em dependéncia
das condi¢des fisiologicas existentes no ambiente que por sua vez definem a excitabilidade
neuronal. Uma das formas de estudar o sistema motor somatico em mamiferos, e especialmente
em camundongos, ¢ através da atividade motora, espontinea e induzida'', provas estas, que
também determinam o nivel de ansiedade dos animais de experimentacao dado que a atividade
motora nos mamiferos depende dentre outros fatores do desejo ou necessidade de conhecer o
“novo” ambiente ¢ 0 medo de encarar uma “nova” situagao ou nova realidade externa, o temor
gera ansiedade e reducdo da atividade motora, muitas vezes até imobilidade. Sendo assim, neste
trabalho propde-se um estudo da acao do cloreto de magnésio, clonazepam e do exercicio fisico,

sobre a atividade motora em camundongos.

OBJETIVO GERAL
Estudar através de um modelo de atividade motora, a acdo do cloreto de magnésio
(MgCl,), Clonazepam e exercicio fisico sobre a excitabilidade do sistema motor em

camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a acdo de diferentes doses de MgCl, sobre a atividade motora espontinea em
camundongos Swiss;

b) Aferir o nivel de relaxamento muscular estriado em camundongos Swiss submetidos a
diferentes doses de MgCl, combinado ou ndo com clonazepam;,

¢) Determinar a acdo de diferentes doses de MgCl, combinado com uma tnica dose de

clonazepam sobre a atividade motora em camundongos Swiss;
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d) Determinar a acdo de diferentes doses de Clonazepam combinado com exercicio fisico

(natagdo) sobre a atividade motora em camundongos Swiss.

MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS

Foram utilizados 60 camundongos machos Swiss adultos jovens além de equipamento
laboratorial e vidraria, seringas com agulha para administra¢do oral, caixa de conduta (campo
aberto) crondmetro digital e piscina plastica. MgCl, hexahidratado da UNIPHAR/Brasil e

comprimidos de 0.5 mg de Clonazepam (Clopam/Laboratorio Cristalia/Brasil).

METODOS

Preparacio e administracido da solucio de MgCl, — Dissolveu-se 1,0 grama de MgCl,
hexahidratado em é4gua destilada até o volume de 10ml (aproximadamente 100 mg/mililitro).
Aos animais experimentais foram administradas doses de solucdo de MgCl, de acordo com as
tabelas 1 e 2. Em contrapartida, aos animais pertencentes ao grupo controle lhes foi administrado

agua destilada.

Preparaciao e administracio do Clonazepam — Dissolveu-se 0,125mg de Clonazepam em
agua destilada at¢ o volume de 10 mL (aproximadamente 0.0125mg /mililitro). Foram
administradas doses dessa solu¢do de acordo com as tabelas 2 e 3. Em contrapartida, aos animais

pertencentes ao grupo controle lhes foi administrado agua destilada.
As doses utilizadas foram definidas da forma seguinte:

a- Cloreto de magnésio: A partir das doses de magnésio utilizadas em trabalhos anteriores e
fazendo uma curva dose-resposta em camundongos, se definiu a faixa de doses com atividade
mais expressiva segundo os objetivos do trabalho. b- Clonazepam: A partir das doses utilizadas
em humanos e referidas nas bulas do medicamento e fazendo uma curva dose-resposta em
camundongos, se escolheu a dose mais adequada tendo em vista que se precisava induzir, influxo
de cloreto no neuronio para gerar assim uma relativa hiperpolarizacdo no interior neuronal e nao

sedacao e sono no animal. O excipiente misturado com o principio ativo ndo foi extraido.
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Procedimento— Foram utilizados 60 camundongos machos Swiss, adultos, entre 8§ e 9 semanas
de idade e massa corporal entre 30 e 45 gramas, fornecidos pelo Biotério do Laboratério de Fisio
Farmacologia da Universidade Federal do Acre (UFAC). Os animais foram mantidos em regime
de claro/escuro de 12/12 horas, com agua e comida ad /ibitum bem como temperatura ambiental
constante (25°C). Os grupos experimentais compostos por 6 animais cada, foram selecionados de
maneira aleatdria partindo do pré requisito da homogeneidade da populacao e estratificagdo por
massa corporal. As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os tratamentos propostos, a composi¢ao dos
grupos experimentais € o desenho experimental. Todos os animais foram manipulados segundo
as normas do CONSEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) atendendo
as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFAC.Processo n° 23107.014618/2014-
78.

Determinacido da atividade motora- A atividade motora foi estudada mediante o teste de
“Campo aberto” que consiste em quantificar o deslocamento do animal em uma “caixa de
conduta” construida em madeira com dimensdes de 73x73cm? de 4rea, 40 cm de altura e piso
quadriculado (25 quadrados)lz. Dita atividade foi determinada (observagdo visual e crondometro
digital) através da contagem do nimero de quadrados percorridos pelo animal de experimentacao
durante cinco minutos. O tempo de prova foi considerado a partir do momento em que o animal

de experimentacio foi colocado no centro do piso quadriculado da caixa de conduta."

Em todos os casos foi feito um estudo de amostras independentes e a variavel utilizada se
considerou de razdes ou proporcional sendo o indicador da mesma o niimero total de quadrados
percorridos pelo animal em um minuto. No experimento 1 (atividade motora espontanea), o
controle foi o grupo experimental IV, sendo que no experimento 2 (atividade motora modulada),
o primeiro controle foi o teste de “Campo aberto” realizado antes do tratamento e o segundo
controle foi o grupo experimental III. A atividade motora pode ser espontanea ou induzida,
dependendo da utilizacdo de algum farmaco ou agente hiper ou hipolocomotor. Neste trabalho
empregou-se tanto o teste espontaneo quanto o induzido, no caso especifico deste ultimo, a
substancia ou agente testado se administrou antes do agente indutor ou repressor da atividade
motora 2. No experimento 3, a atividade motora (campo aberto) esteve precedida por um treino
na piscina. A atividade fisica ¢ considerada a melhor situacdo geradora de uma resposta de

alarme, j& que, promove alteracdes funcionais em todos os sistemas organicos simultdneamente,
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aumentando o nivel e eficiéncia da atividade funcional de todos eles em um tempo relativamente
curto. Esta situagdo ¢ extremamente importante no sistema motor somatico e na “plasticidade

neural”!'

associada a este sistema, ja que aumenta sua eficiéncia. De fato, ocorre aumento do
nimero de sinapses neurais e até mesmo estimulacdo de processos fisioldgicos como, por

exemplo, a potenciagdo (LTP) e depressdao (LTD) em longo prazols'

Determinacdo do relaxamento muscular - O relaxamento muscular estriado foi aferido em
uma grade metdlica vertical onde foram colocados os animais de experimentacdo, com a
finalidade de observar a conduta postural, locomogao, forma de fixar-se a grade assim como, se
caem ou ndo, mensurando-se o tempo que demoram afixados a mesma. O tempo maximo desta

prova ¢ de 60 segundos e sempre foi feita imediatamente apds o teste de “Campo aberto”.

Experimento 1

Tabela 1 - Esquema de tratamento- Efeitos do MgCl, sobre a atividade motora
espontanea em camundongos.

GRUPO ATIVIDADE MOTORA n
EXPERIMENTAL/TRATAMENTO
I- 17,5mg de Mg/Kg/peso CA/GV ~ CA/GV CA/GV 6
II- 24,4mg de Mg/Kg/peso CA/GV ~ CA/GV CA/GV 6
III- 27,7mg de Mg/Kg/peso CA/GV ~ CA/GV CA/GV 6
IVc-. Agua destilada (0,20mL) CA/GV  CA/GV CA/GV 6
(controle)
Tempo (minutos) 0 60 120 180

Tanto a administragdo de MgCl, quanto a de agua destilada foram feitas por via
subcutdnea. Apos cada uma das determinagdes da atividade motora, os animais
foram submetidos a prova na grade vertical e posteriormente todos os resultados
obtidos foram comparados estatisticamente. c-: controle negativo; CA: campo
aberto; GV: grade vertical;n: numero de animais/grupo.(*): Diferenca
estatisticamente significativa.
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Experimento 2

Tabela 2 - Esquema de tratamento- Efeitos do MgCl, sobre a atividade motora modulada por clonazepam em
camundongos.

ATIV. TRATAMENTO
GRUPO MOTOR MgCl, (mg/Kg/peso) Clonazepam (mg/Kg/peso) ATIV. n
A BASAL MOT./RELAX.
I CA (100mg/Kg/peso) 0,066mg/Kg de peso CA/GV | CA/ 6
GV
II CA (130mg/Kg/peso) 0,066mg/Kg de peso CA/GV | CA/ 6
GV
IIIc+ (controle) CA 0,20 mL de Agua destilada 0,066mg/Kg de peso CA/GV | CA/ 6
GV
Tempo (min.) -60 0 30 120 180

Tanto a administracdo de MgCl, quanto a de 4gua destilada foram feitas por via subcutdnea.O Clonazepam foi
administrado por via oral. Apds cada uma das determinagdes da atividade motora, os animais foram submetidos a
prova na grade vertical e posteriormente todos os resultados obtidos foram comparados estatisticamente. c+:controle
positivo;ATIV.:atividade;MOT.:motora;RELAX.:relaxamento;CA: campo aberto;GV:grade vertical;n:nimero de
animais/grupo. -60: indica uma hora antes de iniciado o experimento. (*):Diferenca estatisticamente significativa.

Experimento 3

Tabela 3 - Esquema de tratamento — Efeitos do Clonazepam e a natagdo sobre a atividade motora em
camundongos.

GRUPO TRATAMENTO TREINO NA PISCINA ATIV. MOTORA n
I Clonazepam 5 tempos de 5 min.cada CA CA 6
(0,033 mg/Kg)
11 (0,066 mg/Kg) 5 tempos de 5 min.cada CA CA 6
e+ Agua destilada 5 tempos de 5 min.cada CA CA 6
(controle) (0,30 mL)
Tempo 0 60 min 144h 145 h
(min//horas)

O clonazepam e a agua destilada foram administrados por via oral. O clonazepam foi administrado antes
de iniciar o treino diario (durante os 5 dias).O treino na piscina realizou-se uma vez por dia durante 5 dias,
da seguinte forma: um minuto nadando e um minuto de repouso, até atingir o minuto 5 do dia (total 5
minutos nadando € 5 minutos em repouso), este foi o primeiro bloco, este esquema se repete 5 vezes no
dia (25 minutos nadando e 25 minutos em repouso) e entre um bloco e outro realizou-se intervalos de 5
minutos de repouso. Este esquema repetiu-se durante 5 dias. As provas de “campo aberto” realizaram-se
no sexto dia apo6s iniciado o experimento (as 144 e 145 horas respectivamente).Os resultados obtidos
foram entdo comparados estatisticamente.ct:controle positivo;CA:campo aberto;n:nimero de
animais/grupo. (*):Diferenca estatisticamente significativa.

Foram realizados os testes de Mann Whitney (teste ndo paramétrico) e o teste ¢ de
Student (teste paramétrico) para amostras consideradas muito pequenas (n<8) e independentes

com intervalo de confianga de 95%, (p<0,05)'*'®. Para comprovar a distribui¢io normal dos
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valores obtidos utilizou-se a prova de Shapiro-Wilk com uma confianga de 95%. Os resultados se
expressam através da “média aritmética grupal” e o “erro padrao da média”. Para considerar

diferencas entre grupos, ambas as provas devem indicar diferencas estatisticas significativas.

RESULTADOS E DISCUSAO
Experimento 1

Aos 60 minutos de prova (Grafico 1 A) ndo foram detectadas diferencgas estatisticas
significativas entre os Grupos tratados (I, II e III) e o Grupo IVc- (controle negativo). Aos 120 e
180 minutos de prova somente os Grupos II e III apresentam diferencas estatisticamente
significativas quando comparados com o Grupo [Ve- (Gréfico 1 B/Grafico 1 C). No Grafico 2 A,
se consideram os Grupos L, IT e III (17,5mg de Mg/Kg, 24,4mg de Mg/Kg e 27,7mg de Mg/Kg
de peso corporal respectivamente) como um sé grupo comparando-se com o Grupo [Vc-, nota-se
que somente aos 120 e 180 minutos ¢ que existem diferengas estatisticas significativas.
Finalmente, quando se consideram os diferentes tempos de prova como uma seqiiéncia temporal
unica, e se compara cada um dos Grupos tratados (I, II e III) com o Grupo controle IVc-,
verifica-se que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre o Grupo I e IVc-, mas

somente quando se comparam os Grupos II e III com o Grupo IVc- (Grafico 2 B).
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Grafico 1 - Efeitos do MgCl, sobre a atividade motora espontanea em camundongos aos 60, 120 ¢ 180 minutos. Grupo I:
17,5mg de Mg/Kg/peso; Grupo II: 24,4mg de Mg/Kg/peso; Grupo III: 27,7mg de Mg/Kg/peso e Grupo [Vc-: Agua
destilada. n=6 para cada grupo. Se representa a média e o erro padrdo da média dos quadrados percorridos/minuto.
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Grafico 2 - Em “A” efeitos do MgCl, sobre a atividade motora espontdnea em camundongos.
Considerando os Grupos I, II e III como um tnico grupo e o comparando com o Grupo controle aos
60, 120 e 180 minutos. Diferencas significativas aos 120 e 180 minutos. GA (grupos I, II e III); GC
(grupo controle). Em “B”, efeitos do MgCl, sobre a atividade motora espontanea em camundongos
(valores médios por grupo ao longo de 180 minutos). Os Grupos II e III sdo estatisticamente
diferentes do Grupo IVc- enquanto que o Grupo I ndo.

Grupo I: 17,5mg de Mg/Kg/peso; Grupo II: 24,4mg de Mg/Kg/peso; Grupo II: 27,7mg de

Mg/Kg/peso e Grupo IV: Agua destilada. n=6 para cada grupo. Se representa a média e o erro padrio
da média dos quadrados percorridos /minuto.

O MgCl, na dose utilizada no Grupo I (17,5mg de Mg/Kg/peso) ndo se mostrou efetiva em
todos os tempos de prova, provavelmente porque a dose administrada nao foi suficiente ou nao
houve uma absor¢ao capilar adequada para atingir uma concentragao plasmatica terapéutica. Em
contrapartida, as doses utilizadas nos Grupos II e III (24,4 e 27,7mg de Mg/Kg/peso
respectivamente) parecem apresentar influéncia na estimulacdo das estruturas motoras dos
animais de experimentagdo aos 120 e 180 minutos de prova. Assim, o MgCl, de alguma forma
parece ter participado no aumento da excitabilidade dos neurdnios motores trazendo como
conseqiiéncia elevagdo na atividade motora espontidnea destes animais, talvez modificando
especificamente o potencial de membrana em repouso (PMR) acompanhado ou ndo de uma

estimulagao direta ou até mesmo indireta na sintese e liberacao de neurotransmissores.

De fato, o PMR do neurénio é muito parecido com o potencial de equilibrio para o fon K"
no repouso, quando as concentragdes deste ion estdo em torno de 140 mEq-g/L no interior da
célula e de 4mEq-g/L no exterior'’. A administragio de MgCl, incrementa a concentragdo de
cargas positivas (Mg'?) no meio extracelular promovendo assim, o influxo destas cargas ao
interior celular, facilitando a despolarizagdo intracelular de duas formas: a) diminuicdo do

gradiente quimico de efluxo para o Mg™; b) retengdo do Mg™ no meio intracelular ja que o
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gradiente elétrico no repouso e durante a maior parte do potencial de a¢do, ndo favorece a saida

do ion, aproximando para zero milivolts o valor do PMR.

Portanto, sobre os fons Mg ™ atua uma forga elétrica, que pode ser calculada através da
equagdo F=+q.E, onde +g=carga elétrica e E=campo elétrico transmembranar (reflexo do
potencial de membrana ). A elevada concentragdo extracelular de fons Mg™ cria uma condigéo
similar 4 de aumento extracelular de K'( a concentragdo extracelular de cargas positivas de
potassio, reduz a tendéncia eletroquimica de efluxo de K' criando assim, uma despolarizagio
temporaria). A despolarizacio “induzida” neste caso por Mg™ em principio torna o neurdnio
mais excitdvel em fungdo de aproximar o potencial de membrana em repouso ao limiar de
excitabilidade (-39 mv)'®, condicio essa que pode estar relacionada a maior liberagdo de
neurotransmissores excitatorios em sinapses neuro-neuronais € até mesmo nas sinapses
neuromusculares. Nas sinapses neuroneuronais, devem estar envolvidos os receptores NMDA
(N-metil-D-aspartato) que essencialmente sdo canais Na' e Ca™ e que sofrem “bloqueio” por
parte do fon magnésio’, uma vez que, o magnésio faz parte da estrutura do receptor, portanto um
aumento da concentragio de Mg™ extracelular reduz o potencial de equilibrio para este ion
(localmente) e facilita provavelmente seu influxo a partir do proprio receptor. O potencial de

membrana em repouso facilita o influxo de sédio e célcio na célula.

No primeiro momento, o proprio magnésio ligado ao canal pode sofrer influxo, esse
fendmeno, associado & descarga de glutamato proporcionaria a entrada de mais Mg™ no meio
intracelular. Fendmeno similar ocorre na estimulagdo glutamatérgica, resultando em influxo de
Na' que desloca o magnésio do receptor facilitando a entrada de mais sodio e calcio’. Esses
eventos parecem indicar que o aumento da excitabilidade do sistema motor nos animais dos
Grupos II e III foi capaz de manter a atividade motora espontdnea mesmo contrariando de
alguma forma o fendmeno de habituacdo, tipico de todos os mamiferos quando expostos pela
segunda ou terceira vez ao mesmo ambiente. No teste de mio relaxamento da musculatura
estriada (grade metalica vertical) todos os animais de experimentagao ficaram fixos a grade e se
locomoveram na vertical (para abaixo) durante mais de 60 segundos (tempo méximo de prova).
Considera-se, portanto, que ndo existem alteragdes na coordenagdo motora, no equilibrio

corporal nem da for¢ca muscular e tonus muscular esquelético, de modo que, ndo se observa
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relaxamento muscular. Sendo assim, parece que ndo ocorre diminui¢do na excitabilidade do

sistema motor bem como na liberagdo dos neurotransmissores associados a este sistema'’.

Experimento 2

Neste experimento se utilizou um modelo de atividade motora “induzida”. O Grafico 3 A,
mostra que os trés grupos experimentais tratados com clonazepam, apresentam reducao
estatisticamente significativa na atividade motora ao longo do experimento com relagdo a
atividade mostrada por esses grupos no momento inicial do mesmo (determinacdo basal). Essa
redugdo deve-se principalmente ao fendmeno de habituacao dos animais (tal vez apoiado por
clonazepam) quando expostos pela segunda e terceira vez a um mesmo ambiente. Portanto, o
aspecto interessante que deve ser observado neste experimento ndo ¢ a redugdo na atividade
motora e sim, a velocidade dessa reducdo, mensurada através da tangente do angulo (velocidade)
da curva que indica a redugdo da atividade motora entre provas.
Aos 120 minutos de prova (primeira prova), os Grupos I e II mostraram uma pequena diferenca
nas velocidades de queda da atividade motora (Grafico 3 A) sendo portanto estatisticamente
iguais, reflexo provavelmente da despolarizagdo predominante do sistema motor neste tempo.
Quando comparados o Grupo III (controle positivo) com os Grupos I e II comprovamos que a
diferenca entre as velocidades de queda na atividade motora ¢ estatisticamente significativa
(maior velocidade de queda no Grupo Illc+). Neste caso o Grupo II, tenta se aproximar ao Grupo
IlIc+ e se afasta do Grupo 1. O Grafico 3 B, mostra que a atividade motora aos 180 minutos de
prova se manteve igual para os Grupos I, II e Illc+, sendo igual estatisticamente a velocidade de
queda desta atividade motora entre os Grupos II e Illc+ (entre provas), e diferente da velocidade
de queda, entre esses dois grupos com relagdao ao Grupo I (também entre provas), onde o Grupo |
mostrou uma velocidade de queda maior estatisticamente significativa como conseqiiéncia da

maior atividade motora deste grupo aos 120 minutos.
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Grifico 3 - Perfil da atividade motora dos grupos I, II e III tratados com a mesma
dose de Clonazepam.Grupos I e II pré-tratados com Cloreto de magnésio.Grupo 11
pré-tratado com Agua destilada (controle positivo). Na letra B, a atividade motora
foi menor provavelmente em fun¢do do fendmeno de habituagdo. Se representa a
média e o erro padrao da média dos quadrados percorridos/minuto.

O clonazepam potencializa a agdo do neurotransmissor GABA, facilitando o influxo de
CI para o meio intracelular dos neurdnios pods-sinapticos. Nos Grupos I e II a concentragao de
CI extracelular ¢ maior quando esses grupos sao comparados com o Grupo Illc+. Os Grupos [ e
IT apresentam maior tendéncia a despolarizacdo neuronal, isso ocorre porque o MgJr2 ¢ um ion
predominantemente intracelular’ de modo que, quando suas concentragdes extracelulares se
elevam, o Mg™ difunde-se para o meio intracelular sob um gradiente elétrico favoravel e um
gradiente quimico que facilita a retengdo intracelular do cation, despolarizando a célula enquanto
que o CI' difunde-se para o interior da célula seguindo um gradiente quimico e ndo elétrico'

(distribui¢do passiva).

No Grupo III (controle positivo) o clonazepam provavelmente atuou potencializando a
acdo do neurotransmissor GABA, trazendo como conseqiiéncia o aumento expressivo da
condutancia ao fon CI” em neurénios motores, causando talvez hiperpolarizacdo® em decorréncia
da falta de magnésio no meio (extracelular) e causando, portanto velocidade de queda expressiva

da atividade motora aos 120 minutos do experimento (habituagdo + influxo de cloreto). Ja no
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Grupo I o influxo de CI esteve provavelmente equilibrado pelo influxo de Mg™ e também pela
tendéncia a distribuicao passiva do ClI" em ambos os lados da membrana neuronal, em fungdo do
valor do potencial de membrana , portanto deve ter ocorrido uma despolarizagdo expressiva aos
120 minutos nos neurénios motores deste grupo, trazendo como conseqiiéncia uma atividade

motora mantida de forma mais constante ao longo do tempo do experimento.

O Grupo II apresenta comportamento intermedidrio entre os Grupos I e Illc+, porque
poderia acontecer que, mesmo com tendéncia a hiperpolariza¢do nos neurdnios do sistema motor
devido ao influxo de CI e em conseqiiéncia da a¢do do clonazepam®, simultdneamente ocorreu
influxo de Mg™ facilitado pelo gradiente de concentracio do magnésio e o potencial
transmembranar. Dessa forma, talvez, ndo houve predominio da hiperpolarizagao, dai que nao ha
diferencas significativas na velocidade de queda da atividade motora do Grupo II com relagdo ao
Grupo I aos 120 minutos. Nos Grupos I e I, o aumento da permeabilidade ou condutancia ao CI’
talvez nos primeiros momentos do experimento (antes dos 120 minutos) facilitou o incremento
do potencial negativo na face interna da membrana neuronal o que parece ndo ter sido expressivo
em fun¢do da elevada concentracdo de Mg+2 no liquido extracelular e da intensa difusdo do
mesmo ao interior neuronal. Dessa forma, o fato dos animais do Grupo II, estar submetidos a
maior concentracdo extracelular de cloreto (130mg de MgCl,/Kg), provavelmente facilitou a
difusdo desse ion ao interior do neurénio antes do valor do PMR ser re-estabelecido
definitivamente (equilibrio de concentragdes a ambos os lados da membrana neuronal), e isto
poderia ser também a causa do nimero menor de quadrados percorridos pelos animais deste

Grupo II neste tempo.

Os resultados mostraram que os animais pertencentes ao Grupo I, mantiveram a atividade
do sistema motor em nivel mais elevado ao longo dos primeiros 120 minutos do experimento
possivelmente em funcio da presenca de Mg em excesso no liquido intracelular. O Grupo Illc+
mostrou uma queda expressiva na velocidade da atividade motora neste tempo, indicando
provavelmente forte tendéncia a hiperpolarizacao, além do fendmeno da habituacao e finalmente
o Grupo II mostrou atividade motora com velocidade de redugdo intermediaria entre ambos os
Grupos I e Illc+, refletindo fraca tendéncia a hiperpolarizagdo, possivelmente decorrente do
excesso de cloreto extracelular a0 mesmo tempo em que apresenta tendéncia expressiva a

despolarizagdo devido ao influxo de Mg™, nos primeiros 120 minutos. Entre 120 ¢ 180 minutos
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(Grafico 3 B) os Grupos II e Illc+ parecem ter atingido o menor nivel de atividade motora

enquanto que o Grupo I, ainda expressa

maior atividade motora como conseqiiéncia

provavelmente da despolarizac¢io causada pelo Mg ™.

Finalmente, ao  analisar o
quociente entre o numero de quadrados
percorridos no final e inicio das provas
observa-se queda da atividade motora de
todos os grupos, nos tempos estudados
(Grafico 4). No primeiro tempo do
experimento, o Grupo I manteve o indice
de atividade mais alto se comparado com
a determinagdo basal, indicando que o
sistema motor manteve melhor atividade

e, portanto processos de despolarizagao e
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Quociente entre os quadrados

Grafico 4 - Quociente entre o numero de quadrados
percorridos ao final e inicio do experimento. Os animais
foram tratados com a mesma dose de Clonazepam. Grupos I
e II pré-tratados com Cloreto de magnésio. Grupo III pré-

tratado com Agua destilada. Estdo representados a média e o

liberagdo de neurotransmissores no " C
erro padrdo da média.

sistema motor'’ mais eficientes.

Aos 180 minutos de prova os trés grupos se comportam sem diferencas estatisticas com
relagdo ao numero de quadrados percorridos, refletindo claramente que o Grupo I ndo consegue
manter seu nivel de atividade motora e sendo assim a despolarizacdo nele encontra-se
enfraquecida, provavelmente a depuragio renal do Mg contribuiu com a queda da concentragdo
plasmatica do mesmo atingindo valores abaixo da concentragdo terapéutica, predominando a
participagcdo do CI" e a agdo do clonazepam. Os Grupos II e Illc+, ndo apresentam diferengas
estatisticas entre si, com relagdo ao tempo de prova. O fenémeno de depuragdo renal do Mg

poderia ter influenciado sem diividas também nos resultados do Grupo I1.

O modelo experimental “campo aberto” também ¢ utilizado para se estudar a atividade
ansiolitica de diferentes substincias, devido a fatores que induzem situacdes alarmantes nos
mamiferos, potencializam o temor e o animal diminui a sua atividade motora de exploragio''.
Finalmente, em fun¢ao dessas consideragdes, podemos afirmar que o MgCl,, em determinadas
doses e tempos especificos nos experimentos 1 e 2, parece mostrar também uma agao ansiolitica.

No teste do mio relaxamento da musculatura estriada (grade), todos os animais conservaram o
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equilibrio corporal, coordenagdo motora, tonus e forca muscular esquelética, portanto se deduz

que nao houve queda na excitabilidade neural, nem na liberagcdo de neuro-transmissores.
Experimento 3

Neste experimento se utilizou um modelo de atividade motora “induzida”. De acordo
com o Gréafico 5, o Grupo I, que recebeu clonazepam (0,033mg/Kg de peso) e que foi submetido
a exercicio fisico durante 5 dias consecutivos, mostrou a mesma atividade motora em ambos o0s
tempos de prova demonstrando assim, que longe de uma queda na atividade motora na segunda
prova, houve uma discreta tendéncia ao aumento. Essa resposta reflete estabilidade motora ao
longo do experimento, o que se corresponde com velocidade de decrescimento da atividade
motora, aproximadamente de zero. O Grupo III (controle positivo) mostrou queda mais
expressiva na atividade motora na segunda prova quando comparado com o Grupo I, portanto a
velocidade de decrescimento foi maior estatisticamente se comparado com o Grupo I, fato este
que pode ser explicado principalmente através da habituacdo. J4& o Grupo II que recebeu
clonazepam (0,066mg/Kg de peso), mostrou velocidade de decrescimento maior estatisticamente
significativa com relacdo ao Grupo I e se comportou igual estatisticamente com relacdo a
velocidade de decrescimento, quando comparada com o Grupo Illc+, evidenciando a

importancia da habituacao biologica junto a “possivel” agdo de uma dose maior de clonazepam.

O Grafico 6 mostra o quociente da atividade motora na segunda prova com relagdo a
primeira, para cada um dos grupos testados. O Grupo I apresenta quociente aproximadamente de
1,0 indicando, que a atividade motora se manteve praticamente constante ao longo do
experimento. O Grupo II apresenta quociente de 0,7, queda do mesmo, reflexo da menor
atividade motora na segunda prova e finalmente o Grupo III (controle positivo) mostra um
quociente de 0,8 e também reflexo da menor atividade motora na segunda prova. Assim, as
diferencas foram estatisticamente significativas entre os Grupos I e III (controle positivo) e entre

os Grupos le Il
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Grafico 5 - Perfil da atividade motora dos Grupos I, IT e III. Grifico 6 - Quociente entre o nimero de quadrados
Grupos I e II tratados com Clonazepam e submetidos a exercicio percorridos ao final e inicio do experimento. Todos
fisico. Grupo III tratado com Agua destilada e submetidos a os animais foram submetidos a exercicio fisico. Os
exercicio fisico (controle). Estdo representados a média e o erro Grupos I e II receberam clonazepam enquanto que o
padrido da média dos quadrados percorridos/minuto. Grupo III recebeu Agua destilada. Estdo

representados a média e o erro padrdo da média.

No caso do Grupo Illc+ o exercicio fisico parece ndo ter evitado a queda da atividade
motora dos animais, indicando que os mecanismos fisioldgicos envolvidos em dita atividade
motora natural (habituagdo) parecem nao interferir com as respostas fisioldgicas desencadeadas
pelo exercicio fisico de modo que, provavelmente, o comportamento desse grupo, responde a
conduta bioldgica do animal em relagdo a habituagdo ao ambiente'?. Os resultados do Grupo I
mostram que a conduta dos animais de experimentacao se afasta da conduta bioldgica, exibindo
atividade motora maior que pode ser associada com elevada atividade neuronal, especialmente
motora'’. Dita atividade deve estar relacionada com o aumento na sintese e liberacdo de
neurotransmissores tais como dopamina, noradrenalina, acetilcolina, nas fendas sinapticas e
conseqiientemente maior freqii€ncia de potenciais de agdo deflagrados refletindo-se em maior
resposta muscular. Essa cadeia de eventos poderia estar relacionada a processos funcionais de
plasticidade neuronal'*, denominados depressdo em longo prazo ou LTD (long term depression)
e potenciacdao em longo prazo ou LTP (Long term potentiation)M, processos tipicos que ocorrem
quando se estimula eletricamente com baixa e elevada freqiiéncia, um centro nervoso

respectivamente (Figura 1). O LTD ¢ considerado um mecanismo de plasticidade neuronal,
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caracterizando-se por uma queda parcial na atividade do centro nervoso (onde pode aumentar
progressivamente o glutamato nas fendas sinédpticas). Seguidamente a esse fenomeno, tem-se
comprovado que surge subseqiientemente uma resposta compensatoria, o LTP, também
considerado como um mecanismo de plasticidade neuronal, caracterizando-se por uma atividade
neuronal bem maior e compensadora da LTD. A participa¢do dos receptores, AMPA ¢ NMDA
nestes mecanismos ¢ fundamental. O exercicio fisico provoca aumento do numero e
complexidade das sinapses neuroneuronais, bem como dos processos funcionais associados a
estas sinapses como parte dos mecanismos adaptativos do sistema nervoso (plasticidade
neuronal)'®. O clonazepam através dos receptores gabaérgicos potencializa o influxo de CI ao
interior dos neurdnios, conduzindo a célula (neurénio) provavelmente at¢é um estado de

hiperpolarizacdo e, portanto queda da atividade elétrica neuronal (depressao).
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Figura 1 - Potenciacdo em longo prazo (LTP) e Depressdao em longo prazo (LTD). Se
observa que na LTP os receptores AMPA migram em direcdo da fenda sinéptica, tornando
a sinapse mais eficiente. Na LTD os receptores AMPA migram se afastando da fenda
sinaptica reduzindo a resposta celular, o receptor AMPA ¢ de fato um canal de sodio.
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Sendo assim, pode-se concluir que a depressdo ¢ seguida de potenciagdo nos centros
nervosos, € neste caso essa seqiiéncia parece ter sido induzida e reproduzida por meio da
utilizacao de clonazepam (0,033mg/Kg de peso) e a possivel hiperpolarizagao ocasionada por
ele, de tal forma que no Grupo I permanece constante a atividade motora entre provas (144-145
horas), sendo estatisticamente diferente se comparado com o Grupo III (controle positivo).
Contrario ao que se poderia pensar, o clonazepam, neste caso (Grupo I) ndo contribuiu a reduzir
a atividade motora. A plasticidade neuronal explica a capacidade adaptativa do sistema nervoso
central, e ¢ de fato o mecanismo essencial do sistema nervoso, portanto, o fato de ter submetido
aos animais experimentais a treino didrio estimulou a formagdo de novas sinapses que
finalmente estiveram aperfei¢oando a capacidade adaptativa do sistema motor, assim como seu
nivel de atividade. Esses mecanismos devem ter ocorrido tanto no Grupo I quanto no Grupo III.
A diferenca de respostas fisiologicas entre esses dois grupos poderia, portanto ser atribuida a
depressdo inicial tal vez, gerada pelo influxo de CI, seguida da potenciagdo funcional nas
estruturas do sistema motor (LTP), fato este que provavelmente aconteceu no Grupo L
Resultados similares a estes, foram obtidos utilizando este esquema de tratamento nas atividades
de aprendizado e memoria (dados nao publicados). O Grupo II que recebeu 0,066mg/kg de peso
corporal de clonazepam, também submetido ao treino durante cinco dias (natagdo), mostrou
resultados na atividade motora intermediarios entre o Grupo I e o Grupo Illc+, provavelmente, o
exercicio fisico tenha induzido aumento da eficiéncia do sistema motor neste grupo
(plasticidade) expressando essa resposta através da tendéncia maior a atividade motora, com base
na despolarizacdo, reflexo também de uma tendéncia maior a ativagdo neuronal. Por outro lado,
a maior dose de clonazepam, parece ter sido decisiva para a tendéncia a hiperpolarizagdo do
proprio sistema motor, ¢ ¢ provavel que por essa razdo, o Grupo II se afasta do Grupo I e se

aproxima mais ao Grupo III, com relagao, claro a atividade motora.
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CONCLUSOES

Tomando por base as doses administradas aos animais experimentais ¢ o0 modelo animal
utilizado para realizar as determinacdes pode-se concluir que a dose de 17,5 mg de Mg/Kg de
peso corporal nao provocou mudancas na atividade motora espontdnea dos animais de
experimentacao nos tempos utilizados no experimento 1. As doses de 24,4 ¢ 27,7 mg de Mg/Kg
de peso corporal provocaram aumento na atividade motora espontdnea dos animais de
experimentacdo aos 120 e 180 minutos ap6s o inicio do experimento provavelmente devido a

efeitos similares aos “efeitos eletrofisicos”gerados pelas correntes galvanicas.

As doses utilizadas de MgCl, (experimento 1) e MgCl, + Clonazepam (experimento 2)
ndo interferem com a for¢a muscular, tono muscular, coordenagdo motora e equilibrio corporal
dos animais de experimentacdo. As doses de 100 e 130 mg de Cloreto de magnésio/Kg de peso
corporal combinado com clonazepam (0,066 mg/Kg de peso), provocaram diminui¢do na
velocidade de decrescimento da atividade motora dos animais de experimentacdo aos 120
minutos apos ter iniciado o experimento. O clonazepam (0,033 mg/kg de peso) combinado com
atividade fisica (natagcdo) potencializou a atividade do sistema motor (aumento expressivo da

atividade motora) provavelmente através dos mecanismos de plasticidade neuronal.
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RESUMO - Os radicais livres estdo intimamente relacionados a vida aerébica na Terra, seja ela vegetal ou
animal, tal fato decorre da natureza quimica do oxigénio que, embora seja um poderoso oxidante, é quase
impossivel evitar reacbes de oxidagdo secunddria, ou seja, oxidagdes ndo relacionadas aos processos
bioquimicos de obtencdo de ATP. Embora existam outras fontes celulares de geragdo de radicais livres tais
como as cicloxigenases e peroxissomas a maior parte & gerada na mitocondria. Em vdrios pontos ao longo da
cadeia de citocromos, elétrons derivados do NADH ou do FADH podem reagir diretamente com o oxigénio
dando origem as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s). Assim, a respiracdo celular aerdbica forneceu um
ganho energético incomparavelmente superior aos processos fermentativos, contudo, conduziu as células a um
ambiente altamente oxidante. Por essa razdo, as células desenvolveram uma poderosa maquinaria enzimatica
antioxidante. Essa revisdo trata da discussdo aprofundada dos elementos e processos envolvidos na
fosforilacdo oxidativa com enfoque na geracdo de ERO’s fornecendo assim um ponto de vista ndo convencional
dos processos mitocondriais de obtencdo de energia. Apresenta a utilizagdo do oxigénio como aceptor final de
elétrons em organismos aerdbios como uma saida bem sucedida para o desenvolvimento de organismos mais
complexos, mas que, inexoravelmente conduz esses organismos a um colapso lento e progressivo uma vez que
expdem as células a um ambiente fortemente oxidativo.

PALAVRAS CHAVE: Mitocondria, radicais livres, fosforilagdo oxidativa, cadeia respiratdria.

ABSTRACT - The free radicals are intimately related to the aerobic life in the Earth, vegetable or animal, this fact
elapses of the chemical nature of the oxygen that, although it is a powerful oxidant agent, it is almost
impossible to avoid reactions of secondary oxidation, in other words, oxidations not related to the biochemical
processes of obtaining of ATP (Sorg, 2004). Although other cellular sources of free radicals generation like
cicloxigenases and peroxissomes for exemple most of it is generated in the mitochondria (Lambeth, 2004;
Balaban et al., 2005). In several points along the citochomes chain, electrons from NADH or of FADH can react
directly with the oxygen creating reactivate species of oxygen (ROS’s). Like this, aerobic cellular process supplied
an incomparable increase of energy by the cell when it is compare to the fermentative process, however, it led
they to highly oxidant moiety. For that reason, the cells developed a powerful enzymatic antioxidant
apparatus.That revision treats of the deepened discussion of the elements and processes involved in the
phosphorilative oxidation with focus in the generation of ROS’s supplying like this a point of view non
conventional of the mitochondrial energy process. It presents the use of the oxygen as electron final aceptor in
aerobics organisms as an efficient for the development of more complex organisms, but that, inexorably it leads
those organisms to a slow and progressive collapse once they expose the cells to an strongly oxidative moiety.
KEY WORDS: Mitochondria, free radicals, oxidative phosphorilation, electron transport chain.

Autor para correspondéncia: Prof. Dr. Wagner de Jesus Pinto Wagner.wp @gmail.com
Campus Universitario Reitor Aulio Gelio Alves de Souza - Rodovia BR 364, n? 6637 (Km 04) — Distrito Industrial Caixa Postal
500 1 Cep: 69915-900 - Rio Branco - Acre i PABX: (0xx68) 3901-2500 Centro de Ciéncias da Satde (CCSD)-salal07




95

7.0 CONSIDERACOES FINAIS

Conforme o modelo animal utilizado, doses administradas e os tempos das determinagdes

podemos dizer que:

O cloreto de magnésio (MgCl,) parece ter acdo analgésica “per si” baseada provavelmente
na despolariza¢dao neuronal do sistema nociceptivo além de potencializar o efeito do Paracetamol
em determinada dose. O fato do clonazepam ter bloqueado o efeito analgésico do cloreto de
magnésio nos leva a pensar que a acdo deste ultimo poderia ser através de uma agdo

despolarizante no nivel do sistema analgésico enddgeno, provavelmente no componente “oft”.

O cloreto de magnésio parece ativar o sistema motor somatico através da despolarizagdo

das suas estruturas, se opondo a acao hiperpolarizante do Clonazepam.

A hiperpolarizacdo como conseqiiéncia da acdo do clonazepam junto ao exercicio fisico
parece facilitar a ativacdo dos mecanismos de plasticidade neuronal (através da potenciagao em

longo prazo) contribuindo assim a ativag¢ao e maior eficiéncia do sistema motor somatico.

Finalmente baseado nas provas de analgesia e atividade motora parece ser que o mecanismo de
acdo do cloreto de magnésio nas doses utilizadas, ¢ através da despolarizagdo parcial e/ou total

dos neurdnios pertencentes aos sistemas estudados nestes trabalhos.
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