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RESUMO

Franca NRM. Estudo topogréafico da analgesia induzida por estimulagdo -elétrica
transdural do cortex motor de ratos: somatotopia de resposta comportamental e perfil de
ativagdo neuronal [dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais)]. Sédo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2012.

A estimulagéo subliminar do cortex motor tem sido utilizada para o tratamento de
pacientes com sindromes neuropdticas dolorosas resistentes a outros tratamentos
convencionais. Dados obtidos por nosso grupo demonstram que a estimulagdo
transdural do cortex motor (ECM) induz analgesia em ratos avaliados no modelo de
pressdo de pata, sendo este efeito dependente de opidides. Ainda, a ECM reverte a
hiperalgesia mecénica e alodinia induzidas por neuropatia periférica em ratos. O
presente estudo investigou a topografia do efeito antinociceptivo induzido pela ECM
bem como o padrdo de ativagdo neuronal na coluna posterior da medula espinal
(CPME) e na PAG pela expressdo dos proto-oncogenes c-fos e egr-1 avaliada por
imunohistoquimica. Ratos foram submetidos a cirurgia para implante de eletrodos
transdurais posicionados sobre quatro éreas distintas do cortex motor correspondentes
a: pata anterior, pata posterior, vibrissas e cauda, determinadas de acordo com
mapeamento cortical realizado previamente por nosso grupo e apds 1 semana foram
submetidos a sessdes de estimulacdo cortical (15 min, 60Hz, 210us 1,25mA). Ao final
de cada sessdo, ainda sob estimulacdo, os animais foram avaliados em quatro testes
comportamentais para determinagdo do limiar nociceptivo: teste de pressdo da pata
posterior, limiar de dor mecénica da pata anterior aferida com monofilamentos de von
Frey, limiar de dor das vibrissas por Von Frey eletrénico e pingamento da cauda.
Animais onde nenhuma intervencéo cirurgica foi realizada (grupo branco) e animais que
tiveram a intervencéo cirdrgica, porém ndo foram estimulados (grupo nédo estimulado)
foram submetidos aos mesmos protocolos experimentais e avaliados como grupos
controle. Os resultados obtidos demonstram que a ECM induz antinocicepgdo nos
animais, sendo que o aumento do limiar nociceptivo é observado exclusivamente no
membro correspondente & area do cortex motor estimulada em cada grupo experimental.
Com relagéo ao padrédo de imunoreatividade observou-se uma diminuicéo significativa
da expressdo das proteinas Fos e Egr-1 nas laminas superiores da CPME para cada
grupo avaliado e um aumento desta expressdo na PAG. Os dados obtidos demonstram
que a analgesia induzida pela estimulagdo do cdrtex motor de ratos tem efeito
topografico, especifico e correspondente a area do cortex motor estimulada e este efeito
envolve a inibicdo da CPME e ativacdo do sistema de analgesia enddgeno.

Palavras-chave: Estimulacéo elétrica. Cortex motor. Analgesia.



ABSTRACT

Franca NRM. Topographical evaluation of the analgesic effect induced by transdural
electrical stimulation of the motor cortex of rats: somatotopy of behavioral response and
profile of neuronal activation [Masters thesis (Morphofunctional Science)]. S&o Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2012.

Subliminal stimulation of the motor cortex has been used to treat patients with
neuropathic pain syndromes resistant to other conventional treatments. Data obtained by
our group demonstrates that transdural electrical stimulation of the motor cortex (MCS)
induces opioid-dependent analgesia in rats evaluated by the paw pressure test. Also,
MCS reverses mechanical hyperalgesia and allodynia induced by a peripheral
neuropathy in rats. The present study investigates the topography of the antinociceptive
effect induced by MCS as well as the pattern of neuronal activation evaluated by Fos
and Egr-1 immunolabel in the dorsal horn of the spinal cord (DHSC) and in the
periaqueductal gray (PAG). Rats underwent surgery for implantation of transdural
electrodes positioned on four distinct areas of the corresponding motor cortex: fore
limb, hind limb, whiskers and tail, determined in accordance with cortical mapping
carried out by our group and one week after the surgery were submitted to cortical
stimulation sessions (15 min, 60Hz, 210us 1.25 mA). At the end of each session, but
still under stimulation, animals were evaluated in four behavioral tests to determine the
nociceptive threshold: paw pressure test of hind paw, mechanical pain threshold of the
fore limb evaluated by von Frey microfilaments, nociceptive threshold of the whiskers
evaluated by electronic von Frey and tail pinch test. Animals in which no surgery was
performed (naive group) and animals that underwent the surgery, but were not
stimulated (no stimulated group) were submitted to the same experimental protocols and
evaluated as control groups. Results obtained so far demonstrate that MCS induces
antinociception in rats and the increase in the nociceptive threshold is observed
exclusively in the limb area corresponding to the stimulated motor cortex in each
experimental group. Regarding the pattern of immunoreactivity, a significant decrease
in Fos and Egr-1 expression was observed in the DHSC superficial laminae for all the
groups of animals implanted and an increased expression in the PAG. Data obtained
herein demonstrate that the analgesia induced by MCS in rats has topographic effect,
specific and relevant to the stimulated area of motor cortex. Also, this effect involves
the inhibition of DHSC and activation of descending pain inhibitory systems.

Keywords: Electrical stimulation. Motor cortex. Analgesia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transmissao do impulso nociceptivo

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu, em 1986, dor
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a lesdes reais ou
potenciais”. Uma das fungdes vitais do sistema nervoso é prover informacdes sobre a
ocorréncia ou perigo de lesdes. A sensagdo de dor, pela sua natureza inerente, contribui
para essa funcdo (Raja et al., 1999).

O inicio da propagacdo da dor é dado pela geragdo de potenciais de agdo nas
fibras aferentes primérias de pequeno diametro, classificadas como fibras C e Ad, que
possuem receptores especificos para a dor, denominados nociceptores. Os nociceptores
sdo normalmente ativados por estimulos de intensidade lesiva de origem mecénica,
térmica ou quimica (Almeida et al., 2004; Riedel, Neeck, 2001). Os neurdnios aferentes
primarios, uma vez ativados, fazem conexdes, diretas ou indiretas, com neur6nios
intrinsecos na coluna posterior da medula espinal (CPME) classificados como: a)
neurdnios de projecdo, que levam a informagéo nociceptiva para centros superiores do
cérebro; b) interneurdnios excitatorios, que levam os impulsos sensoriais para 0S
neurdnios de projecdo; ou c) interneurdnios inibitorios, que regulam o fluxo de
informacdo nociceptiva para 0s centros superiores (Jessel, 1991).

As fibras aferentes primarias fazem a transmisséo sinaptica com os neurdnios da
CPME por meio de neurotransmissores. Dentre as substancias que medeiam a
transmissdo sinaptica estdo o glutamato, o fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BNDF), prostaglandinas, adenosina trifosfato (ATP) e neuropeptideos como a
substancia P (SP) (Doubell, 1999). Na medula espinhal, a transmissdo nociceptiva
envolve ainda a participagdo de canais idnicos (Altier, Zamponi, 2004), expressos nos
neurGnios sensoriais, sendo que a ativacdo de alguns destes gera correntes que
despolarizam ou hiperpolarizam a membrana celular causando excitagdo ou inibigéo
neuronal. Os principais canais envolvidos nesse processo sdo 0s canais de s6dio, 0S
canais de célcio dependentes de voltagem e os canais de potassio (Lee et al., 2005).

Da medula, a informagdo nociceptiva é levada para estruturas do tronco
encefalico e diencéfalo, por diferentes vias ascendentes, pelos neurbnios de projecao
(Millan, 1999). Dentre as principais projegdes supraespinais da via nociceptiva estdo 0s

tratos espinomesencefélico, espinoreticular, espino-hipotaldmico e espinotalamico,
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sendo este Ultimo o mais proeminente na conducéo do impulso nocivo (Jessel, 1991). A
via espinotalamica projeta-se para os ndcleos talamicos ventral postero-lateral (VPL) e
ventral péstero-medial (VPM), envolvidos com os componentes discriminativos da
sensibilidade dolorosa e para os ndcleos taldmicos inespecificos (centromedial,
centrolateral, laterocentral e intralaminares), relacionados com os componentes afetivos
da dor.

No talamo ocorre a recepc¢éo, integracéo e transferéncia do potencial nociceptivo
para o cOrtex cerebral, onde a informacdo pode ser somatotopicamente organizada
(Craig, Dostrovsky,1999). Baseando-se em critérios funcionais, as principais regides
corticais envolvidas na resposta dolorosa sdo os cortices sensorial priméario (S-1),
secundario (S-11) e motor (Bromm, Treede, 1987; Schnitzler, Ploner, 2000). Entretanto,
foi observado que pacientes com lesGes cerebrais especificas, particularmente no cortex
S-1, séo ainda capazes de sentir dor (Brooks, Tracey, 2005). Desta maneira a relevancia
dessas regides corticais durante a percepg¢do da resposta nociceptiva ainda permanece

sem ser elucidada.

1.2 Mecanismo de modulacdo da dor

O conceito de modulagdo ou supressdo de dor por mecanismos enddgenos
advém de observacOes realizadas em individuos ou animais que em situacdes de “luta
ou fuga” aparentavam ndo sentir dor, mesmo quando ocorriam lesdes teciduais
importantes (Amit, Galina, 1986; Terman et al.,, 1984). As primeiras evidéncias
concretas sobre a existéncia de sistemas supraespinais controladores das vias sensitivas
foram apresentadas na década de 1950 (Lindblom, Ottonsson, 1957) sendo a
apresentacdo da “Teoria de Comporta” por Melzack e Wall (1965) um marco
importante na conceituacdo sobre a existéncia de sistemas moduladores especificos na
CPME.

A importancia das influéncias suprassegmentares no processamento da dor na
medula espinhal foi demonstrada quando se verificou que os neurdnios da lamina V da
CPME tornavam-se hipersensiveis a estimulagdo nociceptiva em animais descerebrados,
indicando que estruturas encefélicas, provavelmente da formagao reticular do tronco
encefélico, exercem atividade inibitéria ou modulatéria nos neurbnios segmentares
(Basbaum et al., 1976; Loeser et al., 1968). Ainda, a contribuicdo dos sistemas

rostrocaudais na modulagdo da dor foi confirmada pela demonstracdo de que a
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estimulacdo elétrica de regides limitadas da substdncia cinzenta periaquedutal
mesencefalica (PAG) em animais, resultava em analgesia sem comprometer outras
modalidades e qualidades sensitivas (Reynolds, 1969), sendo este fendmeno associado a
depressdo da atividade dos neurdnios das laminas | e VV da CPME (Duggan et al., 1981;
Nathan, 1977).

A PAG recebe aferéncias de diferentes origens como da substancia cinzenta
periventricular (PVG); cortices frontal, parietal e insular; amigdala; ndcleos
parafascicular do talamo, cuneiforme e do loco cerdleo, formag&o reticular pontobulbar
e CPME. Esta regido projeta-se para nucleos do bulbo ventromedial implicados no
mecanismo de supressdo da dor, destacando-se o ntcleo magno da rafe, 0s neurénios da
formacdo reticular ventral e o nucleo reticular gigantocelular que recebem projecdes
oriundas também, do hipotalamo posterior e de neurdnios dos nucleos serotoninérgicos
do encefalo; noradrenérgicos do bulbo, ponte e reticular gigantocelular dorsolateral
(Mason, 2001; Rosenfeld, 1994; Sandkuhler, 1996; Vanegas, Schaible, 2004).

A estimulacdo da PAG inibe o nucleo gigantocelular (Gauriau, Bernard, 2002;
Krout et al., 2002). Nesse sentido, foi demonstrado que tanto a estimulacdo elétrica
quanto a administragdo de morfina nesta estrutura produzem analgesia pela ativagéo de
tratos rostrocaudais inibitérios (Dewey et al., 1969) sendo este efeito seguido de
tolerancia em ambas as manipulagdes (Falconer, 1953; Mayer et al., 1971). Ainda, a
injecdo de morfina na regido induz aumento da atividade celular do nicleo magno da
rafe (Oleson, Liebeskind, 1975). Foram também comprovadas proje¢des inibitorias
oriundas dos nucleos bulbares ventromediais, trafegando pelo quadrante dorsolateral da
medula espinhal e projetando-se nas laminas superficiais da CPME (Basbaum, Fields,
1979).

As vias rostrocaudais que se projetam nas laminas superficiais da CPME
utilizam serotonina (5HT), noradrenalina (Nadr) e SP como neurotransmissores
(Basbaum, Fields, 1979; Jones, 1991). A via serotoninérgica esta envolvida no efeito
analgésico da morfina administrada no tronco encefalico e no mecanismo da analgesia
induzida pela estimulacdo elétrica do tronco encefalico (Suzuki et al., 2004). Foi
também demonstrado que fibras rostrocaudais catecolaminérgicas inibitorias, oriundas
do bulbo, projetam-se nas unidades nociceptivas da CPME, principalmente nas laminas
I, Il e X e atuam via receptores a-2 (Jones, 1991), mediante a liberacdo de GABA e

glicina ou, indiretamente, via tratos serotoninérgicos (Suzuki et al., 2004).
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As vias originadas no ndcleo reticular paragigantocelular contém neurdnios
encefalinérgicos e serotoninérgicos, sendo que alguns deles recebem proje¢des da PAG,
projetando-se para CPME via funicolo dorsolateral utilizando Nadr com atividade
inibitoria (Beitz et al., 1983).

1.3 Estimulacéo do cortex motor e Analgesia

Desde a descricdo realizada por Tsubokawa et al., em 1990, de que a
estimulacdo do cortex motor (ECM) cerebral gerava analgesia, esta modalidade de
tratamento ganhou muito destaque, especialmente no tratamento da dor neuropética
cronica. Estes autores basearam-se em investigagdes preliminares sobre a estimulagéo
cortical motora (Lindblom, Ottosson, 1957; Penfield, Perot, 1963) e sugeriram que 0s
estimulos elétricos inibiam neur6nios nociceptivos desaferentados do cortex cerebral
sensitivo e que a inibigdo dos neurdnios talamicos hiperativos apenas era observada
quando era estimulado o cortex localizado anteriormente ao cortex sensitivo, ou seja, 0
cortex motor primario (Tsubokawa et al., 1991). Na clinica médica, a técnica tem se
demonstrado eficiente para o tratamento de pacientes com dor neuropética trigeminal
(Lefaucheur et al., 2001, 2009; Meyerson et al., 1993; Nguyen et al., 1997), dor por
desaferentacdo (Tsubokawa et al., 1993), e em diversos tipos de dor refrataria
(Lefaucheur et al., 2009; Nuti et al., 2005).

Exames de imagem (PET-scan) demonstram que a ECM aumenta o fluxo
sanguineo em varias &reas corticais e subcorticais, incluindo o tdlamo ipsilateral, o giro
do cingulo, o cdrtex orbitofrontal, a PAG e o tronco encefalico, mas nédo ativa o cortex
sensitivo e as vias motoras caudais ao local da estimulagdo, com excec¢do do talamo
ipsilateral (Cruccu et al., 1997; Garcia-Larrea et al., 1999). Em doentes com dor central
decorrente de enfarto encefélico e déficit motor discretos ou mais pronunciado foram
observados resultados distintos frente a ECM, tendo sido o alivio da dor de mais de
60% em 72% dos doentes sem déficit motor ou quando este era muito discreto
(Katayama et al., 1998). Porém, a integridade do cortex sensitivo e do sistema
lemniscal, entretanto, ndo constitui condicdo necessaria para que a estimulagdo do
cortex motor induza alivio da dor, uma vez que j& foi demonstrado que o enfarto do
lobo parietal, incluindo o do cortex S-1, ndo compromete o grau de melhora (Nguyen et
al., 2000).
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Foi postulado por Tsubokawa e colaboradores (1991, 1993), frente ao tratamento
da dor central, que tanto a estimulacéo elétrica talamica (cerebral profunda), como a do
cortex sensorial, sdo geralmente menos efetivas que a ECM. Corroborando com esta
idéia, foi demonstrado pelo nosso grupo, que a estimulagdo epidural do cortex
somatosensorial, na &rea correspondente a pata posterior do animal, néo interfere com o
limiar nociceptivo de ratos avaliados no teste de presséo da pata (Fonoff et al., 2009a).

Experimentalmente, foi demonstrado que a ECM induz antinocicepgéo
contralateral no modelo da pressdo de pata de animais desaferentados, mas ndo na
resposta nociceptiva dos animais no teste de reflexo de retirada da cauda (Rusina et al.,
2005). De acordo com pesquisas que utilizaram métodos eletrofisioldgicos, a inibigéo
da atividade de neurdnios da CPME gerado por estimulos mecénicos reduz-se durante a
estimulacgéo tanto do cortex S-1 quanto do motor, efeito que desaparece apds o término
do periodo da estimulacdo sugerindo que a inibi¢do da atividade neuronal na CPME
seria responsavel pelo efeito antinociceptivo decorrente da estimulagéo do cdrtex motor
(Kuroda et al., 2000; Senapati et al., 2005a, b). Foi também demonstrado que a
estimulagdo elétrica no cortex pré-frontal medial resulta em analgesia em animais
avaliados no teste de placa quente e reflexo de retirada da cauda (Hardy, 1985). Ainda,
0 registro de atividade neuronal na PAG sugere que h& participacdo do sistema
supressor de dor rostrocaudal neste mecanismo (Hardy, Haigler, 1985). A ECM induz
diminuicdo do limiar de dor tanto em animais desaferentados quanto em animais com
dor neuropética induzida por modelo de dor crénica periférica (Rusina et al., 2005;
Vaculin et al., 2008).

Embora seja uma técnica bastante utilizada na clinica médica, pouco se sabe
sobre 0s mecanismos envolvidos na analgesia induzida pela ECM. Nesse sentido, tem
sido proposto que o efeito analgésico observado seja decorrente de uma inibicdo da
atividade neuronal, principalmente dos neurénios da CPME (Kuroda et al., 2000;
Senapati et al., 2005a, b). Resultados do nosso grupo demonstram que a ECM induz
antinocicepcdo em ratos normais ou submetidos ao modelo de dor neuropética e
avaliados no modelo de pressdo da pata, sem interferir com a resposta motora destes
animais (Fonoff et al., 2009a; Pagano et al., 2011). Ainda, a antinocicep¢ao induzida em
animais normais é mediada por receptores opidides (Fonoff et al., 2009a). Em animais
com dor neuropética tratados com a técnica ja foi demonstrada pouca contribuicdo da

via noradrenérgica do lécus certleos no efeito antinociceptivo (Viisanen, Pertovaara,
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2010a), e a participacdo da via descendente serotoninérgica atuando por meio dos
receptores SHT1A da medula nesta antinocicepgéo (Viisanen, Pertovaara, 2010b).
Dados obtidos por nosso grupo demonstraram que a ECM induz analgesia em
ratos com dor neuropética por induzir ativacéo do sistema limbico e da via descendente
de dor demonstrado pelo aumento da expressdo de proteina Fos na PAG, no cortex
cingulado anterior e nos nicleos central e basolateral da amigdala (Pagano et al., 2011).
Ha indicios de que o efeito da estimulacdo cortical no tratamento da dor tem relacéo
com a somatotopia do cdrtex motor (Canavero, Bonicalzi, 1995), uma vez que foi
sugerido que a estimulacdo do cortex motor induz analgesia, via ativacdo de neur6nios
ndo-nociceptivos que estabelecem conexdes reciprocas entre os cortices motor e
sensitivo, restaura 0s mecanismos inibitérios que atuam em neurdnios nociceptivos

corticais hiperativos (Tsubokawa, Katayama, 1998).

1.4 Marcacao neural e nocicepcdo

A expressdo de proto-oncogenes, tem sido extensivamente avaliada no sistema
nervoso para 0 mapeamento de ativagdo das vias neuronais. Estes genes séo definidos
por rapida inducéo transcricional e dentre os que sdo mais utilizados como marcadores
de mudangas na atividade neuronal se encontram 0s genes egr-1 (krox-24, zif268 ou
zenk), c-fos e c-jun ( Beckmann, Wilce, 1997; Herrera, Robertson, 1996; Morgan,
Curran, 1989; Sagar et al., 1988).

A descoberta do gene c-fos e de seu produto de transcri¢do, a proteina Fos no
sistema nervoso central apds estimulacdo nociva periférica (Hunt et al., 1987) tornou
possivel buscar informacgGes sobre as vias neurais envolvidas na nocicepgdo, e sua
expressao tem sido utilizada no mapeamento de vias nociceptivas e na investigacdo dos
fatores que modulam suas atividades (Harris, 1996; Herdegen, Leah, 1998). A literatura
demonstra que estimulos nocivos de natureza mecénica, quimica ou térmica do membro
posterior ou da cauda ou ainda a estimulacdo elétrica de fibras do tipo C do membro
posterior de ratos, resultam em distribuicdo bilateral similar de células imunorreativas a
proteina Fos em diversas regifes do SNC (Bullit, 1990; Hermanson, Blomqvist, 1996).
Sua expressdo tem inicio entre 1 e 2 horas apds o estimulo, e atinge um pico apos 2
horas nas ldminas | e 11 da medula espinhal, ipsilateralmente a estimulagdo nociva (Hunt
et al., 1987). Depois de decorridas 8 horas do estimulo é possivel observar uma

marcacao nas ldminas profundas V, VI, VII e X com um pico ap6s 16 horas. Ainda a
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distribuicdo de Fos no cérebro ocorre de maneira similar ao que é considerado o sistema
central da dor, apds diferentes estimulos nociceptivos (Bullit, 1989,1990; Harris, 1996;
Honkaniemi, 1992; Lanteri-Minet, 1993; Pertovaara et al., 1993).

Frente & resposta nociceptiva em ratos, foi demonstrada a expresséo de Fos, Jun
e Egr em neur6nios da CPME submetidos a estimulacdo quimica ou térmica nociva,
onde a inducdo destes genes esta relacionada com as alteracbes que ocorrem em
resposta ao estimulo doloroso (Hunt et al., 1987). Ainda, 0 aumento da expressdo de
Fos, é observado em diferentes &reas do encéfalo e medula espinal, tanto apo6s
estimulacéo elétrica de fibras nociceptivas quanto apds a inducédo de inflamacéo aguda e
cronica (Buritova et al., 1995; Herdegen et al., 1991; Lanteri-Minet et al., 1993).
Também é sugerida uma correlagdo direta entre nocicepcao e expressdo de Fos uma vez
que a antinocicepcao, via opidides, observada no teste da formalina, é acompanhada
proporcionalmente da inibicdo de Fos na medula espinal (Gogas et al., 1991). Neste
sentido, foi demonstrado que a expressdo de Fos na medula espinal é inibida por
manipulacdes que produzem analgesia, como estimulagdo elétrica do nucleo magno da
rafe e eletroacupuntura (revisto por Morgan, Curran, 1989). Ainda, sua expressdo em
neurdnios espinais, frente a estimulagdo nociva periférica, é suprimida por drogas
analgésicas e modulada por NMDA e 6xido nitrico sintase (Harris, 1998). Foi também
demonstrado que a estimulacdo elétrica do cortex S-11 induz antinocicepgdo e reduz o
niamero de neurdnios que expressam Fos nas camadas superficiais da CPME em
animais submetidos ao teste da formalina (Gojyo et al., 2002; Kuroda et al., 2001),

Ainda, foi demonstrado que estimulos dolorosos de diferentes origens e
intensidades induzem respostas distintas no que se refere & expressdo Fos em diferentes
areas do SN. Nesse sentido, observou-se que a expressdo de Fos ocorre de maneira
distinta nas colunas lateral ou dorsal da PAG e em diferentes areas da medula espinhal,
dependendo do tipo e intensidade de estimulo doloroso aplicado (Keay, Bandler, 1993,;
Keay et al., 2001; Lumb, 2002) foi também demonstrada somatotopia na expressdo de
Fos em diferentes &reas da medula espinhal frente a estimulagdo nociva em diferentes
areas do mesmo membro (Aloisi et al., 1993; Bullitt, 1991; Mineta et al., 1995).
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Apesar do avanco de nossa compreensdo acerca dos mecanismos de agdo do
efeito analgésico da estimulagdo do coOrtex motor primario, muitas questdes
permanecem abertas. Em primeiro lugar, ndo sabemos se o efeito analgésico da
estimulacdo é completamente dependente da topografia da representacdo motora no
cortex cerebral. Dados de pacientes com dor neuropética indicam haver relacdo
topogréfica entre a &rea do cdrtex motor e o segmento acometido pela dor. No entanto,
ndo h& estudos comparativos de alvos ndo relacionados topograficamente. Ndo se sabe
se 0 efeito analgésico da estimulacdo de uma determinada area cortical é capaz de
alterar o limiar de dor em regiGes adjacentes do corpo. Também ndo sabemos se ha um
gradiente de efeito, ou seja, se regides do corpo mais proximas a estimulada
apresentariam um efeito analgésico que decresceria progressivamente ao se distanciar
da regido alvo em direcdo a partes mais distantes do corpo. Tais informagbes tem
relevancia aplicada, pois possivelmente determinariam realmente qual o foco de
estimulagcdo com maior efeito e também sobre a extensdo do efeito, pois ha casos de
dores que se estendem sobre uma regido corporal grande, mas em que se deve escolher
uma érea alvo Unica para a estimulacéo.

Ainda, embora a utilizagdo de estimulagdo do cortex para indugdo de analgesia
seja uma técnica bastante aplicada na medicina, pouco se sabe sobre 0s mecanismos que
envolvem este efeito, dai a necessidade de estudos que se aprofundem nesse campo.

Deste modo consideramos relevante o refinamento deste conceito com o estudo
da topografia do efeito antinociceptivo e sua relacdo com a atividade dos ndcleos
subcorticais relacionados com a codificacdo e modulacdo da dor e seus e possiveis
mecanismos de acdo. Para tal, foi utilizado o mapeamento funcional do cortex
peribregméatico em animais submetidos a modelos comportamentais de avaliacdo da
sensibilidade dolorosa e com isso, as diferentes areas corticais correspondentes a cada
segmento corporal foram estimuladas sendo avaliado o efeito analgésico de cada uma

destas subéreas motoras e a localizacdo do efeito antinociceptivo correspondente.
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2 OBJETIVOS

i. Desenvolver modelo animal para 0 mapeamento da topografia da analgesia induzida
por estimulagdo elétrica do cdortex motor peribregmético (ECM);

ii. realizar a avaliagdo comportamental do efeito da ECM sobre o0 mapeamento por meio
de ensaios in vivo de avaliagdo da sensibilidade dolorosa;

iii. investigar padrdo de ativacdo neuronal na coluna posterior da medula espinhal
(CPME) e na substancia cinzenta periaquedutal (PAG) frente 8 ECM nas diferentes

areas topogréficas por imunohistoquimica;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200-250 g. Os animais
foram mantidos em local apropriado, com temperatura controlada (22 +/- 2 °C), ciclo
claro e escuro (12/12 horas), com livre acesso a 4gua e ragdo por um periodo minimo de
trés dias antes de serem utilizados nos experimentos. Os animais foram manipulados
considerando-se 0s principios e o guia de uso de animais de laborat6rio envolvendo dor
e nocicepgdo (Zimmermann, 1983) e aprovado pela Comissio de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) do Hospital Sirio Libanés (protocolo de aprovacdo CEUA2009/02) e
do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da Universidade de S&o Paulo (protocolo n® 122 na
fl. 93 do livro 02).

3.2 Procedimento cirtirgico para implantacdo dos eletrodos

Sob anestesia geral (Ketamina e Xilazina 1:1, 100 pL/ 100 g; intramuscular)
(Kober et al., 2005) associada a anestesia local do escalpo com lidocaina 2% (100 pL/
animal), ratos foram fixados ao aparelho estereotaxico por barras auriculares e presilhas
maxilares. O escalpo e o peridsteo foram afastados com uma incisdo linear sagital
expondo a superficie superior do cranio e permitindo a visibilizacdo das suturas sagital,
coronaria e lambddide que serviram de pardmetros para a localizagdo estereotaxica dos
alvos de implante das diferentes areas a serem estudadas, segundo os mapas delimitados
nos experimentos de mapeamento cortical (Fonoff et al., 2009b). Pequenas trepanacdes,
com o diametro discretamente maior do que o didmetro dos eletrodos foram realizadas
com perfurador elétrico. A integridade da dura mater foi condi¢do absoluta para a
inclusdo do animal no restante do protocolo. Os eletrodos foram, entdo, inseridos de
forma delicada atraves das trepanacGes para apenas encostarem-se a superficie dural e
logo apos serem colados com resina acrilica polimerizante para fixacdo ao cranio. Uma
outra trepanacéo distante da &rea em questéo recebeu um parafuso de fixacéo ao cranio
para auxiliar na fixacdo dos eletrodos ao crénio do animal. Os prolongamentos dos
eletrodos foram inseridos em um soquete de forma padronizada para a ulterior conexéo
com os cabos do estimulador. O soquete também foi colado ao restante da resina fixada

ao cranio, funcionando também como isolante elétrico dos contatos do soquete. Quando



27

necessario, foram feitos alguns pontos de sutura na inciséo e aplicada cola bioldgica de
secagem rapida. Os eletrodos foram confeccionados em nosso laboratdrio com fios de
aco inoxidavel de didmetro de 0,3 mm colocados lado a lado com capa isolante
cobrindo a lateral de cada polo, de modo que distassem 0,5 mm um do outro. Os
animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, por um periodo de 7 dias antes de
serem submetidos aos testes comportamentais de nocicepgao.

Em geral as coordenadas estereotaxicas, sdo dadas nos trés eixos, X - latero
lateral, Y - anteroposterior e Z - profundidade. Sempre devendo haver uma referéncia
que é considerada o ponto zero nos trés eixos, que no caso do protocolo adotado foi o
Bregma, confluéncia entre as suturas sagital e coronal no cranio. Como os pontos
escolhidos foram todos na superficie do cortex (eletrodos sdo epidurais), todas as
coordenadas Z correspondem a 0. Todas as coordenadas foram montadas para o
hemisfério direito (olhando por tras da cabega do animal e de cima para baixo) com
cada area contendo dois eletrodos (um positivo e um negativo), uma vez que o
protocolo utilizado refere-se a estimulacdo epidural, onde cada eletrodo tem uma
coordenada (Fonoff et al., 2009b).

As coordenadas estereotéaxicas para os eletrodos de implante nas &reas do cortex
motor, correspondentes a Pata Posterior, Pata Anterior, Vibrissa e Cauda estdo
ilustradas abaixo. A figura 1 ilustra a posicdo de cada eletrodo que foi implantado em
cada &rea do cortex motor, para cada area de avaliagdo sobre o mapa publicado por
Fonoff et al. (2009Db).

Pata Posterior

Eletrodo A Eletrodo B
Y = 0,5 mm rostral Y = 0,75 mm caudal
X =1,25 mm lateral X =1,25 mm lateral
Z=0 Z=0

Pata Anterior

Eletrodo A Eletrodo B
Y = 1,5 mm rostral Y = 1,5 mm rostral
X =2,25 mm lateral X = 3,25 mm lateral

Z=0 Z=0
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Vibrissa
Eletrodo A Eletrodo B
Y = 3,5 mm rostral Y = 2,75 mm rostral
X =1,25 mm lateral X =1,25 mm lateral
Z=0 Z=0
Cauda
Eletrodo A Eletrodo B
Y =1,5mm caudal Y = 2,25 mm caudal
X =0,50 mm lateral X =0,50 mm lateral
Z=0 Z=0
Figura 1 - Coordenadas estereotaxicas para implante dos eletrodos nas areas do cortex

motor

0-25%

25-50%
50-75%

[ 75-99%

B 100%

+
s

@ cietrsdios

b b W s A RN A o

| Midline

Coordenadas estereotaxicas para implante dos eletrodos nas &reas W (whiskers) — vibrissas, FL
(fore limb) — pata anterior, HL (hind limb) — pata posterior e T (tail) — cauda.
Fonte: Adaptado de Fonoff et al., 2009b.
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3.3 Estimulacdo elétrica

Uma semana apos a implantagéo dos eletrodos os animais foram submetidos a
sessOes de estimulacdo cortical. O protocolo ja padronizado por nosso grupo em ratos
(Fonoff et al., 2009a) foi novamente utilizado e adequado aos eletrodos bipolares que
promoveram uma estimulagdo mais circunscrita em cada area de interesse. Os
parametros foram, freqtiéncia de 60 Hz, duragéo de pulso de 210 ps e amperagem de
1,25 mA em sessdes de estimulacéo de 15 minutos. Ao final deste periodo, porém ainda
sob estimulagdo, os testes nociceptivos foram aplicados. Para o projeto utilizou-se trés
grupos experimentais: Grupo Branco (Bco), que sdo animais que ndo sofreram nenhuma
intervengdo cirurgica, poréem foram avaliados nas mesmas condi¢cfes dos demais
animais; Grupo Néo Estimulado (NE), sendo composto de ratos submetidos a cirurgia
de implante, porém sem estimulacdo elétrica; e o Grupo Estimulado (Est) sdo os

animais que receberam o implante e a estimulagéo elétrica.

3.4 Avaliacdo comportamental do mapeamento por meio de ensaios in vivo de avaliacdo

da sensibilidade dolorosa

Para avaliar a somatotopia da analgesia induzida por estimulagdo do cortex
motor escolheu-se 4 grupos distintos de estimulagdo. Cada grupo recebeu implante em
uma das 4 regies do cortex motor correspondentes a pata posterior, pata anterior, cauda
e vibrissas. Mais uma vez, cada grupo recebeu os implantes em apenas uma destas
areas, a qual foi estimulada eletricamente. No entanto, todos os grupos foram avaliados
para a sensibilidade dolorosa em 4 modelos diferentes que avaliam limiar nociceptivo.
Sendo cada um para avaliar uma das &reas alvo de estimulacdo: pata posterior, pata
anterior, vibrissas e cauda, escolhidas como se segue: teste de pressdo da pata posterior
(Randall, Selitto, 1957), teste de limiar de dor mecanica da pata anterior aferida com
monofilamentos de von Frey (Takasaki et al., 2001), teste de limiar de dor das vibrissas
por von Frey eletronico (Denadai-Souza, 2009) e teste de pingamento da cauda
(Nalwalk et al., 1995).

Todos os animais foram testados antes do procedimento cirdrgico para que se
estabelecessem medidas iniciais de animais de uma mesma populagdo. A segunda etapa
iniciou-se com testes nos animais ja operados, mas ainda ndo submetidos a estimulacéo.

Os animais foram entdo conectados ao estimulador e receberam estimulagdo em sessoes
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de 15 minutos. Ao final deste periodo, ainda em vigéncia da estimulacdo os animais
foram submetidos aos mesmos testes. Como grupo controle também foram utilizados
animais que ndo passaram por intervencdo cirurgica (grupo branco), porém foram

avaliados nos testes comportamentais nos mesmos parametros dos animais implantados.

3.4.1 Teste de Pressao da Pata

Este teste foi utilizado conforme descrito por Randall, Selitto (1957). Nele uma forca
em gramas de intensidade crescente (16g/s) foi continuamente aplicada sobre o dorso de
uma das patas posteriores do animal. A resposta nociceptiva do animal foi dada pela
reacdo de “retirada da pata” pressionada. O limiar de dor foi expresso em gramas de
forga necessaria para a inducéo da reagdo de retirada. Foram realizadas medidas inicias
(antes do procedimento cirargico / antes da estimulagdo cortical) e medidas finais ap6s
15 minutos de estimulacdo cortical e apds o seu término. As duas patas posteriores
foram testadas. Os resultados foram expressos através da comparacao das médias entre

as medidas iniciais e finais.

Figura 2 - llustracéo do teste de pressdo da pata

3.4.2 Hiperalgesia mecanica por filamentos de von Frey

A hiperalgesia da pata dianteira foi realizada de acordo com o método
descrito por Takasaki et al. (2001), modificado. Os ratos foram colocados
individualmente em gaiolas plasticas sobre uma plataforma vazada por um periodo
de 30 min. de adaptacdo. Apds este periodo foram estimulados na superficie
subplantar das duas patas dianteiras com monofilamentos de von Frey com as forgas

de 8 g (filamento de 4.93), 15 g e 60 g (filamentos de 5.18 e 5.88 respectivamente).
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Cada filamento foi pressionado perpendicularmente sob a pata e mantido por 5s.
Uma estimulagdo de mesma intensidade foi repetida por 3 vezes para cada
monofilamento em intervalos de 5s. As respostas aos estimulos foram consideradas
da seguinte forma: O, para auséncia de resposta; 1 movimento de retirada da pata do
estimulo e 2 balancar e lamber a pata imediatamente apds o estimulo. O score
nociceptivo foi calculado como se segue:

score nociceptivo (%) = X (média do score de cada animal) x 100
2 X n° de animais testados

Figura 3 - llustracdo do teste de estimulacéo tactil por monofilamentos de von Frey

3.4.3 Teste de pincamento da cauda

O teste de pincamento da cauda foi utilizado de acordo com o método descrito por
Nalwalk et al. (1995). Este teste, que avalia o limiar nociceptivo para cauda, consiste na

A7

utilizagdo de uma pinca do tipo “jacaré” (4 x 0,4 cm) com tubos plasticos ao redor dos
dentes que foi utilizada para pingar a cauda dos ratos, numa regido de aproximadamente
2,5 cm a partir da ponta da cauda. A forca exercida pela pinca € constante (679 g,
determinada com o uso de dinamdmetro), ou seja, a pressdo sobre a cauda do animal foi
constante e o limiar nociceptivo avaliado foi o tempo em segundos que o animal leva
para responder ao estimulo seja voltando-se para a pinca na tentativa de retira-la, seja
mordendo-a, vocalizando ou realizando mais de um dos comportamentos citados ao
mesmo tempo. Foram realizadas medidas iniciais (antes da estimulagéo cortical) e finais
(ap6s 15 minutos da estimulacdo). Os resultados foram analisados pela comparagdo das

medias obtidas nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 4 - llustragéo da pinca utilizada no teste de pincamento da cauda

3.4.4 Alodinia mecénica por von Frey eletrénico

Esse método foi realizado de acordo com o modelo descrito por Denadai-Souza et al.
(2009), modificado. A alodinea mecénica da regido das vibrissas foi avaliada medindo-
se o limiar de intensidade de forca (em gramas) necessario para ser aplicado na regido
das vibrissas até a ocorréncia de uma resposta de retirada da cabega do animal. Para
tanto, os animais foram colocados individualmente em gaiolas plasticas por um periodo
de 30 min. de adaptacdo antes da estimulacdo. Antes do inicio dos experimentos os
animais foram submetidos a sessfes de condicionamento nos dois dias anteriores ao
experimento. As medidas dos limiares de forca foram realizadas em triplicatas.
Realizaram-se medidas antes e ap6s 0s 15 minutos da secdo de estimulacdo. Os
resultados foram analisados pela comparagdo das médias obtidas nos diferentes grupos

experimentais.

Figura 5 - llustracéo do teste de alodinia mecénica por von Frey eletrénico
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3.5 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi efetuada segundo o método descrito por Castex et al.
(1995). Ratos ndo implantados (Grupo Branco) e implantados, estimulados
eletricamente ou ndo (Grupos Estimulado e N&o Estimulado), foram anestesiados
profundamente com uma associacdo de Ketamina e Xilazina (500 uL v:v/animal, i.p.)
sendo, entdo, realizada perfusdo sistémica através de uma canula introduzida no
ventriculo esquerdo com 300 a 400 mL de salina tamponada (PBS 0,1 M) e em seguida
com 300 mL de fixador (paraformaldeido 4% em PB) 0,1 M). Imediatamente apds, foi
feita a retirada do encéfalo e medula espinhal os quais permaneceram no mesmo fixador
por no minimo 4 horas sendo estas estruturas, em seguida, “crioprotegidas” por 24 horas
em solucgéo de sacarose a 30% em PB. Os tecidos foram cortados por congelacdo em
micrtomo (30 um) e os cortes coletados em PB. A seguir, os cortes foram lavados em
PB 0,1M (3 vezes por 10 minutos) e incubados overnight com anticorpos monoclonais
especificos para c-Fos (Calbiochem) e egr-1 (Santa Cruz Biotechnology), diluidos
1:1000. Antes da incubacdo por 2 horas com o anticorpo secundério biotinilado
(diluicdo de 1:200), os cortes foram novamente lavados (3 vezes por 10 minutos). A
incubagdo com o anticorpo secundario (Jackson), seguiu a incubagdo com avidina
(1:100) e biotina (1:100) por 2 horas. Em seguida, foi realizada a revelagdo com
peroxido de hidrogénio (H.0,) utilizando-se diaminobenzidina (DAB) como
cromageno. Os cortes histologicos foram montados sobre laminas de vidro gelatinizadas
as quais foram submetidas a desidratacdo em temperatura ambiente, foram protegidas
com meio de montagem & base de glicerol e cobertas com laminulas. A
imunorreatividade foi analisada ao microscopio de luz com as imagens retiradas
utilizando-se o programa NIS Elements F3.0 e as quantificagbes foram realizadas com o
programa Image J, a partir da selecéo aleatoria de 5 a 9 cortes por animal de cada grupo.
A CPME foi dividida em Iaminas superficiais (LS), que consideram as laminas 1 a IV e
em laminas profundas (LP) , segundo a classificacdo de Rexed (Todd, 2010). A PAG
foi analisada em 6 niveis de seccdo arranjadas no sentido rostral para o caudal, esses
niveis foram nomeados A, B, C, D, E e F, e cada qual contém dentro de si as divisdes

em colunas desta estrutura (dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral) (Comoli et



34

al., 2003; Ruiz-Torner, 2001). Para cada animal de cada grupo procurou-se analisar em

torno de 2 a 3 cortes de cada nivel.

3.6 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como media + erro padrdo da média
(e.p.m) e analisados estatisticamente por Andlise de Variancia de 1 via (ANOVA). O
teste de Tukey foi utilizado para detectar as diferencas das médias apds a Andlise de
Variancia para medidas ndo repetidas (Snedecor, 1956; Snedecor, Cochran, 1974). O
indice de significAncia considerado foi de p<0,05. Os calculos foram efetuados
utilizando-se o software GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software Inc., CA,
USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da ECM sobre a Somatotopia do cértex motor

Todos 0s grupos experimentais receberam implante no cortex motor em regido
especifica de acordo com as areas do estudo e ap6s 7 dias da cirurgia foram submetidos
a uma sessdo de estimulagdo elétrica de 15 min de duragdo e ap0s este periodo, ainda
sob estimulagéo, foram avaliados em quatro testes nociceptivos comportamentais: teste
de von Frey eletronico para estimulagio da area das vibrissas; filamentos de von Frey
para estimulagdo da pata anterior; teste de pingamento da cauda e teste de pressdo da
pata posterior.

Os resultados obtidos nos testes comportamentais demonstraram que o efeito
antinociceptivo induzido pela ECM possui relagdo topografica entre a &rea do cortex
motor avaliada e o membro avaliado. Dessa forma, observamos que no grupo de
animais que recebeu implante na area correspondente as vibrissas a ECM induziu
analgesia nos animais avaliados por von Frey eletronico (Fig. 6A), sem interferir com o
limiar nociceptivo avaliado nos outros testes comportamentais (Fig. 6). Nos ratos
implantados na regido de Pata Anterior o teste que apresentou alteracdo no limiar
nociceptivo demonstrando analgesia foi o teste de limiar tactil aferido por
monofilamentos de von Frey (Fig. 7B). O teste de pingamento da cauda demonstrou
uma indugdo de analgesia frente a ECM para a cauda nos animais com implante na
regido do cortex motor correspondente & essa estrutura (Fig. 8C) e apresentaram
analgesia no teste de pressdo da pata o grupo de animais implantados na regido do
cortex motor correspondente & pata posterior (Fig. 9D). O efeito antinociceptivo foi
observado apenas no membro correspondente a area do cortex motor estimulada, nao
sendo observada nenhuma alteragéo significante do limiar nociceptivo nos demais testes

comportamentais avaliados, para cada grupo experimental.
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Figura 6 - Efeito da ECM, na area correspondente as vibrissas, sobre o limiar

nociceptivo de ratos

Efeito da estimulacdo elétrica transdural do cortex motor, na area correspondente as vibrissas,
sobre o limiar nociceptivo de ratos. A: estimulacéo tactil das vibrissas. B: estimulacdo tactil por
monofilamentos de von Frey da pata anterior. C: teste de pincamento da cauda. D: teste de
pressdo de pata para a pata posterior. Os testes nociceptivos foram aplicados antes (Ml) e 15
min. ap0s a sessdo de estimulacdo (15-min.). O grupo estimulado corresponde aos animais
implantados e avaliados nestes modelos sob estimulacdo elétrica. O grupo ndo estimulado
corresponde aos animais implantados na mesma area, mas nao estimulados (grupo controle). Os
dados representam a média £ e.p.m. de 5-6 animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo
controle.
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Figura 7 - Efeito da ECM, na &rea correspondente a pata anterior sobre o limiar
nociceptivo de ratos

Efeito da estimulacdo elétrica transdural do cdrtex motor, na area correspondente a pata
anterior, sobre o limiar nociceptivo de ratos. A: estimulacdo tactil das vibrissas. B: Estimulacdo
tactil por monofilamentos de von Frey da pata anterior. C: teste de pingamento da cauda. D:
teste de pressdo de pata para a pata posterior. Os testes nociceptivos foram aplicados antes (MI)
e 15 min. ap0s a sessdo de estimulagdo (15-min.). O grupo estimulado corresponde aos animais
implantados e avaliados nestes modelos, sob estimulacdo elétrica. O grupo ndo estimulado
corresponde aos animais implantados na mesma area, mas nao estimulados (grupo controle). Os
dados representam a média + e.p.m. de 5-6 animais por grupo. **p<0,01 em relagdo ao grupo
controle.
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Figura 8 - Efeito da ECM, na area correspondente a cauda, sobre o limiar nociceptivo
de ratos

Efeito da estimulacéo elétrica transdural do cortex motor, na area correspondente a cauda, sobre
o limiar nociceptivo de ratos. A: estimulagdo tactil das vibrissas. B: estimulacdo tactil por
monofilamentos de von Frey da pata anterior. C: teste de pincamento da cauda. D: teste de
pressdo de pata para a pata posterior. Os testes nociceptivos foram aplicados antes (Ml) e 15
min. ap0s a sessdo de estimulacdo (15-min.). O grupo estimulado corresponde aos animais
implantados e avaliados nestes modelos, sob estimulacdo elétrica. O grupo nao estimulado
corresponde aos animais implantados na mesma area, mas nao estimulados (grupo controle). Os
dados representam a média + e.p.m. de 5-6 animais por grupo. **p<0,01 em relagdo ao grupo
controle.
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Figura 9 - Efeito da ECM, na area correspondente a pata posterior sobre o limiar
nociceptivo de ratos

Efeito da estimulacdo elétrica transdural do cdértex motor, na area correspondente a pata
posterior, sobre o limiar nociceptivo de ratos. A: estimulacao tactil das vibrissas. B: estimulagdo
tactil por monofilamentos de von Frey da pata anterior. C: teste de pingamento da cauda. D:
teste de pressdo de pata para a pata posterior. Os testes nociceptivos foram aplicados antes (Ml)
e 15 min. ap0s a sessdo de estimulagdo (15-min.). O grupo estimulado corresponde aos animais
implantados e avaliados nestes modelos, sob estimulacdo elétrica. O grupo nao estimulado
corresponde aos animais implantados na mesma area, mas nao estimulados (grupo controle). Os
dados representam a média + e.p.m. de 5-6 animais por grupo. ***p<0,001 em relag¢éo ao grupo
controle.
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4.2 Efeito da ECM sobre a ativacdo neuronal de areas envolvidas na transmissio

nociceptiva

4.2.1 Efeito da ECM sobre a ativagédo neuronal na CPME

A ECM foi capaz de induzir uma diminuigdo significativa da expressdo da
proteina Fos na CPME dos animais estimulados nas diferentes areas do cortex motor
(Fig 10), sendo este efeito observado nas laminas superficiais para cada grupo
experimental avaliado (Figs. 11, 12). Com relagdo & proteina Egr-1, os dados obtidos
demonstraram uma tendéncia & diminuigdo para a imunomarcacdo, mas a analise dos
resultados ndo demonstrou diferengas significativas entre os grupos (Fig. 13). No
entanto, quando foi realizada a quantificagdo para as diferentes laminas, observou-se
uma diminuigdo significativa da imunoreatividade para a proteina Egr-1 entre 0s grupos

avaliados nas laminas superficiais da CPME (Figs. 14 el5),
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Figura 10 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressdo de Fos na medula
espinal
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Quantificagdo da marcagdo neuronal pela expressdo de Fos na medula espinal de animais
implantados na regido do cOrtex motor nas areas correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata
anterior e (C) cauda. O grupo branco (Bco) corresponde aos animais sem intervengdo cirdrgica.
O grupo ndo estimulado (NE) corresponde aos animais implantados, mas ndo estimulados
(grupo controle) e o grupo estimulado (Est) corresponde aos animais implantados e estimulados
eletricamente. Os dados representam a média + e.p.m. de 3-5 animais por grupo.* p<0,05 em
relacéo ao grupo NE.
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Figura 11 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressao de Fos nas Laminas
superficiais (I-1V) e profundas (V e VI) da CPME
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Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Fos nas Laminas superficiais (I-1V) e
profundas (V e VI) da CPME de animais implantados na regido do cortex motor nas areas
correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata anterior ou (C) cauda. O grupo branco (Bco)
corresponde aos animais sem intervencao cirtrgica. O grupo nao estimulado (NE) corresponde
aos animais implantados, mas ndo estimulados (grupo controle) e o grupo estimulado (Est)
corresponde aos animais implantados e estimulados eletricamente. Os dados representam a
média £ e.p.m. de 3-5 animais por grupo.* p<0,05 **p<0,001 em relagdo ao grupo NE.
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Figura 12 - Fotomicrografia representativa de sec¢fes da coluna posterior da medula

espinal (lado direito) submetidas a imunohistoquimica para Fos
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Fotomicrografia representativa de sec¢des da coluna posterior da medula espinal (lado direito)
submetidas a imunohistoquimica para Fos de animais implantados na regido do cortex motor
nas areas correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata anterior ou (C) cauda. Os eletrodos
corticais foram implantados no hemisfério esquerdo. Bco: cortes obtidos de animais sem
intervengdo cirlrgica. NE: cortes obtidos de animais implantados na mesma &rea, mas nédo
estimulados. Est: cortes obtidos de animais implantados e estimulados eletricamente. Escala (-)
=100 pm.
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Figura 13 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressao de Egr-1 na medula
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Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Egr-1 na medula espinal de animais
implantados na regido do cOrtex motor nas areas correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata
anterior e (C) cauda. O grupo branco (Bco) corresponde aos animais sem intervencao cirdrgica.
O grupo ndo estimulado (NE) corresponde aos animais implantados, mas ndo estimulados
(grupo controle) e o grupo estimulado (Est) corresponde aos animais implantados e estimulados
eletricamente. Os dados representam a média + e.p.m. de 3-5 animais por grupo.
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Figura 14 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressdo de Egr-1 nas Laminas
superficiais (I-1V) e profundas (V e VI) da CPME

E150- '\E150_

2 s | T

3 3

Em- Em-

2 2

2 50- 2 50- -

0 %]

8 8

[Z}

= 0 T "g 0 T

2 Bco NE Est Bco NE Est = Bco NE Est Bco NE Est
Lamina superficial ~ L&mina profunda Lamina superficial Lamina pofunda

C

200-

g

o]
hnd

Nriicleos imunomarcados/mnr
8

Bco NE Est Bco NE Est
Lamina superficial  L&mina profunda

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressao de Egr-1 nas Laminas superficiais (I-1V) e
profundas (V e VI) da CPME de animais implantados na regido do cortex motor nas areas
correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata anterior ou (C) cauda. O grupo branco (Bco)
corresponde aos animais sem intervencao cirtrgica. O grupo nao estimulado (NE) corresponde
aos animais implantados, mas ndo estimulados (grupo controle) e o grupo estimulado (Est)
corresponde aos animais implantados e estimulados eletricamente. Os dados representam a
média * e.p.m. de 3-5 animais por grupo.* p<0,05 **p<0,001 ***p<0,001 em relacdo ao grupo
NE.
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Figura 15 - Fotomicrografia representativa de sec¢des da coluna posterior da medula
espinal (lado direito) submetidas & imunohistoquimica para Egr-1

Fotomicrografia representativa de sec¢des da coluna posterior da medula espinal (lado direito)
submetidas a imunohistoquimica para Egr-1 de animais implantados na regido do cértex motor
nas areas correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata anterior ou (C) cauda. Os eletrodos
corticais foram implantados no hemisfério esquerdo. Bco: cortes obtidos de animais sem
intervengdo cirlrgica. NE: cortes obtidos de animais implantados na mesma &rea, mas ndo
estimulados. Est: cortes obtidos de animais implantados e estimulados eletricamente. Escala (-)
=100 pm.
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4.2.2 Efeito da ECM sobre a ativagédo neuronal na PAG

Os resultados obtidos demonstraram uma tendéncia ao aumento da expresséo de
Fos na regido da PAG (Fig. 16). Este aumento foi significativo apenas no grupo de
animais estimulados na area correspondente a pata posterior (Fig. 16 A), no entanto nos
trés grupos de estimulacdo foi observado aumento na expressdo de Fos. Uma analise
mais detalhada da regido da PAG, seguindo-se uma divisio em 6 niveis de seccdo
demonstrou que este aumento de expressdo de Fos foi significante no nivel E para os
grupos implantados na regido da pata posterior e pata anterior (Figs. 17, 18, 19 e 20).
Nesses grupos, além do aumento da expressdo de Fos no nivel E, observou-se também
uma inibicdo deste protooncogene no nivel B (Figs. 17, 18, 19 e 20). Nenhuma
alteracdo significativa foi observada no grupo de animais que receberam implante no
cortex motor na regido correspondente a cauda (Fig. 21). Resultados semelhantes foram
observados quanto & expressao de Egr-1 sendo que foi observado aumento na expressao
desta proteina apenas no nivel E dos grupos de animais implantados nas areas da pata
posterior e anterior (Figs.23, 24, 25 e 26) sendo que nenhuma alteracéo foi observada no

grupo que recebeu implante na area da cauda (Fig. 27).
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Figura 16 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressdo de Fos na PAG
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Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Fos ha PAG de animais implantados na
regido do cortex motor nas areas correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata anterior e (C)
cauda. O grupo branco (Bco) corresponde aos animais sem intervencdo cirdrgica. O grupo nao
estimulado (NE) corresponde aos animais implantados, mas ndo estimulados (grupo controle) e
0 grupo estimulado (Est) corresponde aos animais implantados e estimulados eletricamente. Os

dados representam a média = e.p.m. de 3-5 animais por grupo. .* p<0,05 em relacdo ao grupo
NE.
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Figura 17 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressdo de Fos na PAG de
animais implantados na regido do cortex motor correspondente a Pata
Posterior

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Fos na PAG de animais implantados na
regido do coértex motor correspondente a Pata Posterior. A éarea representada é a PAG divida em
niveis A, B, C, D, E e F (sentido rostral-caudal). O grupo estimulado (Est) corresponde aos
animais estimulados elétricamente. O grupo ndo estimulado (Ne) corresponde aos animais
implantados na mesma area, mas ndo estimulados. O grupo branco (Bco) corresponde aos
animais sem intervencdo cirrgica (grupo controle). Os dados representam a média + e.p.m. de
2-5 animais por grupo.

* p<0,05 **p<0,001 ***p<0,0001 em relacdo ao grupo Ne.
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Figura 18 - Fotomicrografia de sec¢cdes da PAG submetidas a imunohistoquimica para
Fos de ratos implantados na regido do cortex motor correspondente a Pata

Posterior

Nivel B

Nivel E

Fotomicrografia de seccbes da PAG submetidas a imunohistoquimica para Fos de ratos
implantados na regido do cértex motor correspondente a Pata Posterior com alteragdes
significativas no padrdo de expressdo. Os eletrodos corticais foram implantados no hemisfério
esquerdo. NE: cortes obtidos de animais implantados na mesma area, mas nao estimulados. Est:
cortes obtidos de animais implantados e estimulados eletricamente. Escala (-) = 50 pm.
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Figura 19 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressao de Fos na PAG de
animais implantados na regido do cortex motor correspondente a Pata
Anterior

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Fos na PAG de animais implantados na
regido do cortex motor correspondente a Pata Anterior. A area representada é a PAG divida em
niveis A, B, C, D, E e F (sentido rostral-caudal). O grupo estimulado (Est) corresponde aos
animais estimulados eletricamente. O grupo ndo estimulado (Ne) corresponde aos animais
implantados na mesma area, mas ndo estimulados. O grupo branco (Bco) corresponde aos
animais sem intervencdo cirrgica (grupo controle). Os dados representam a média + e.p.m. de
2-5 animais por grupo. * p<0,05 em relacdo ao grupo Ne.
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Figura 20 - Fotomicrografia de sec¢cdes da PAG submetidas a imunohistoquimica para
Fos de ratos implantados na regido do cortex motor correspondente a Pata
Anterior

Nivel B

Nivel E

Fotomicrografia de seccbes da PAG submetidas a imunohistoquimica para Fos de ratos
implantados na regido do cOrtex motor correspondente a Pata Anterior com alteracdes
significativas no padrdo de expressdo. Os eletrodos corticais foram implantados no hemisfério
esquerdo. NE: cortes obtidos de animais implantados na mesma area, mas nao estimulados. Est:
cortes obtidos de animais implantados e estimulados eletricamente. Escala (-) = 50 pm.
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Figura 21 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressao de Fos na PAG de
animais implantados na regido do cortex motor correspondente a Cauda

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Fos na PAG de animais implantados na
regido do cortex motor correspondente a Cauda. A area representada é a PAG divida em niveis
A, B, C, D, E e F (sentido rostral-caudal). O grupo estimulado (Est) corresponde aos animais
estimulados elétricamente. O grupo nédo estimulado (Ne) corresponde aos animais implantados
na mesma area, mas ndo estimulados. O grupo branco (Bco) corresponde aos animais sem
intervencdo cirdrgica (grupo controle). Os dados representam a média = e.p.m. de 2-5 animais
por grupo.
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Figura 22 - Quantificacdo da marcagdo neuronal pela expressdo de Egr-1 na PAG
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Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Egr-1 na PAG de animais implantados
na regido do cortex motor nas areas correspondentes a: (A) pata posterior, (B) pata anterior e
(C) cauda. O grupo branco (Bco) corresponde aos animais sem intervencao cirdrgica. O grupo
ndo estimulado (NE) corresponde aos animais implantados, mas ndo estimulados (grupo
controle) e o grupo estimulado (Est) corresponde aos animais implantados e estimulados
eletricamente. Os dados representam a média + e.p.m. de 3-5 animais por grupo.
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Figura 23 - Quantificagcdo da marcag@o neuronal pela expressao de Egr-1 na PAG de
animais implantados na regido do cortex motor correspondente a Pata
Posterior

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Egr-1 na PAG de animais implantados
na regido do cortex motor correspondente a Pata Posterior. A area representada € a PAG divida
em niveis A, B, C, D, E e F (sentido rostral-caudal). O grupo estimulado (Est) corresponde aos
animais estimulados elétricamente. O grupo ndo estimulado (Ne) corresponde aos animais
implantados na mesma area, mas ndo estimulados. O grupo branco (Bco) corresponde aos
animais sem intervencdo cirtrgica (grupo controle). Os dados representam a média £ e.p.m. de
2-5 animais por grupo. * p<0,05 e **p<0,001 em relacdo ao grupo Ne.
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Figura 24 - Fotomicrografia de sec¢cdes da PAG submetidas a imunohistoquimica para
Egr-1 de ratos implantados na regido do cdrtex motor correspondente a Pata

Posterior

Nivel E

Fotomicrografia de secgdes da PAG submetidas a imunohistoquimica para Egr-1 de ratos
implantados na regido do cértex motor correspondente a Pata Posterior com alteragdes
significativas no padrdo de expressdo. Os eletrodos corticais foram implantados no hemisfério
esquerdo. NE: cortes obtidos de animais implantados na mesma area, mas nao estimulados. Est:
cortes obtidos de animais implantados e estimulados eletricamente. Escala (-) = 50 pm.
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Figura 25 - Quantificagcdo da marcag@o neuronal pela expressao de Egr-1 na PAG de
animais implantados na regido do cortex motor correspondente a Pata
Anterior

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Egr-1 na PAG de animais implantados
na regido do cdértex motor correspondente a Pata Anterior. A area representada é a PAG divida
em niveis A, B, C, D, E e F (sentido rostral-caudal). O grupo estimulado (Est) corresponde aos
animais estimulados elétricamente. O grupo ndo estimulado (Ne) corresponde aos animais
implantados na mesma area, mas ndo estimulados. O grupo branco (Bco) corresponde aos
animais sem intervencdo cirrgica (grupo controle). Os dados representam a média + e.p.m. de
2-5 animais por grupo. * p<0,05 em relacdo ao grupo Ne.
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Figura 26 - Fotomicrografias de sec¢fes da PAG submetidas a imunohistoquimica para
Egr-1 de ratos implantados na regido do cdrtex motor correspondente a Pata
Anterior

Nivel E

Fotomicrografias de seccbes da PAG submetidas a imunohistoquimica para Egr-1 de ratos
implantados na regido do cOrtex motor correspondente a Pata Anterior com alteracdes
significativas no padrdo de expressdo. Os eletrodos corticais foram implantados no hemisfério
esquerdo. NE: cortes obtidos de animais implantados na mesma area, mas nao estimulados. Est:
cortes obtidos de animais implantados e estimulados eletricamente. Escala (-) = 50 pm.
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Figura 27 - Quantificagcdo da marcag@o neuronal pela expressao de Egr-1 na PAG de
animais implantados na regido do cortex motor correspondente a Cauda

Quantificagdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Egr-1 na PAG de animais implantados
na regido do cortex motor correspondente a Cauda. A area representada é a PAG divida em
niveis A, B, C, D, E e F (sentido rostral-caudal). O grupo estimulado (Est) corresponde aos
animais estimulados elétricamente. O grupo ndo estimulado (Ne) corresponde aos animais
implantados na mesma area, mas ndo estimulados. O grupo branco (Bco) corresponde aos
animais sem intervencdo cirrgica (grupo controle). Os dados representam a média + e.p.m. de
2-5 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

As propriedades antinociceptivas da ECM vém sendo demonstradas no
tratamento de algias de diferentes origens (Fagundes-Pereyra et al., 2010; Lefaucheur et
al., 2001, 2009; Meyerson et al., 1993; Nguyen et al., 1997; Nuti et al., 2005) . No
entanto, embora a utilizacdo clinica desta técnica venha crescendo nos ultimos anos,
pouco se sabe sobre 0s mecanismos que envolvem este efeito.

Dados obtidos pelo nosso grupo demonstram que a ECM induz antinocicepgéo
tanto em roedores normais quanto com dor neuropatica, sem interferir com a resposta
motora destes animais (Fonoff et al., 2009a; Pagano et al., 2011). Foi também
demonstrado por estes autores que o efeito analgésico induzido pela ECM é especifico
para a regido do coOrtex motor uma vez que a estimulacdo elétrica do cortex
somatossensorial ndo foi capaz de induzir alteragdes significativas no limiar nociceptivo
dos animais (Fonoff et al., 2009a).

A literatura indica que o efeito da estimulagéo cortical no tratamento da dor tem
relacdo com a somatotopia do cortex motor (Canavero, Bonicalzi, 1995), uma vez que
foi sugerido que a ECM ativa neurdnios ndo-nociceptivos que estabelecem conexdes
reciprocas entre os cortices motor e sensitivo, e restaura 0s mecanismos inibitorios que
atuam em neurdnios nociceptivos corticais hiperativos (Tsubokawa, Katayama, 1998).
Partindo destas observacbes o0 presente projeto avaliou a relagdo entre o efeito
antinociceptivo induzido pela ECM e a somatotopia do cdrtex motor peribregmatico. Os
modelos de nocicep¢do empregados neste trabalho foram métodos comportamentais
distintos cujos estimulos produzem respostas mecénicas que envolvem o0s centros
superiores do sistema nervoso central (Bianchi e Franceschini, 1954; Fonoff et al.,
2009a; Herr et al., 1952; Randall e Sellitto, 1957).

Os resultados aqui obtidos demonstram que o efeito antinociceptivo induzido
pela ECM apresenta relacdo topogréfica entre a area do cdrtex motor estimulada e o
membro avaliado, uma vez que as alteragdes comportamentais foram observadas apenas
no membro correspondente & area motora estimulada sem interferir com as regies
adjacentes do corpo. Esses dados corroboram com resultados da literatura obtidos em
humanos que demonstram que o efeito da ECM no tratamento da dor esta relacionado
com a somatotopia do cortex motor, cujos melhores resultados sdo observados quando o
paciente é estimulado na &rea especificamente relacionada ao segmento acometido pela

dor (Canavero, Bonicalzi, 1995). Outro dado importante foi o fato de o efeito



61

antinociceptivo induzido pela ECM no modelo escolhido ndo apresentar gradiente de
efeito, ou seja, a estimulacéo de uma &rea ndo foi capaz de afetar regides do corpo mais
proximas & estimulada. Esses resultados podem ter relevancia aplicada, por exemplo,
auxiliando futuramente na escolha de alvos para a estimulagdo, pois em humanos ha
casos de dores que se estendem sobre uma regido corporal grande, mas em que se deve
escolher uma &rea alvo Unica para a estimulag&o.

A literatura demonstra que a analgesia gerada pela estimulagdo cortical em
animais com dor neuropatica, inibe a ativacdo neuronal na CPME, nos neurdnios
sensoriais do tdlamo e aumenta a ativagdo neuronal na PAG (Pagano et al., 2011).
Partindo destas observacbes e com o objetivo de se determinar a possivel somatotopia
das vias neurais envolvidas no efeito antinociceptivo induzido pela ECM, avaliou-se o
perfil de ativacdo neuronal na CPME e na PAG dos animais, &reas que sabidamente
estdo envolvidas na modulagéo da dor (Afifi, Bergman, 2007).

Inicialmente foi avaliado o padrdo de expressdo das proteinas Fos e Egr-1 na
CPME dos animais estimulados na area do cortex motor correspondente as Patas
Posterior, Anterior e Cauda. Os resultados demonstraram uma diminuic&o significativa
da expressdo da proteina Fos na CPME dos animais submetidos a ECM nos diferentes
grupos avaliados. Esses dados corroboram com dados de eletrofisiologia que
demonstram a inibigdo de neurdnios espinais de amplo espectro dindmico, em resposta a
estimulagdo mecénica apds ECM subdural (Senapati et al., 2005a) e com dados que
demonstram inibi¢do da ativacdo neuronal na CPME de ratos com neuropatia periférica
e submetidos a ECM (Pagano et al., 2011). Ainda, estes autores sugerem que a ECM
reduz a dor neuropatica em modelo experimental por uma inibicdo da transmissdo do
estimulo nocivo na medula espinal por meio de uma ativagdo do sistema inibidor de dor
(Pagano et al., 2011). Os resultados aqui apresentados corroboram com estes dados uma
vez que foi observada, uma inibi¢do da ativagdo neuronal na medula espinal induzida
pela ECM, independente da &rea motora estimulada. Com relagéo a expresséo de Egr-1,
os dados obtidos ndo demonstraram diferenga significativa dos diferentes grupos
avaliados. No entanto, uma andlise mais especifica da expressdo de Fos e Egr-1 na
medula espinal, avaliando-se a expressao dos proto-oncogenes nas diferentes laminas da
medula demonstrou que a inibi¢do na ativagdo neuronal pode ser observada tanto para
Fos quanto para Egr-1 na regido correspondente as laminas superficiais (I-1V) ndo sendo
observada nenhuma alteracdo do padréo de ativagéo tanto de Fos quanto de Egr-1 nas

l&aminas profundas.
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A arquitetura neuronal da substancia cinzenta espinal é composta por diversas
populacbes neuronais, sendo que células do mesmo tipo normalmente encontram-se
agrupadas. Em 1952, Rexed demonstrou que o0s agrupamentos celulares na medula
espinal estavam dispostos com extrema regularidade em dez zonas ou laminas a partir
do &pice da coluna posterior e seguindo-se anteriormente para dentro da coluna anterior.
As laminas | a IV estdo associadas a sensibilidades exteroceptivas, e recebem as
terminagdes das fibras A-delta e C, que transmitem o impulso nociceptivo. J& as ldminas
V e VI estédo relacionadas principalmente a sensibilidades proprioceptivas, estado fisico
do corpo (posicgao e equilibrio), embora também respondam a estimulos cutaneos (Afifi,
Bergman, 2007; Kiernan, 2003). Os resultados aqui apresentados reforcam a hipotese
de que a ECM induz analgesia pela inibi¢éo da transmissédo do impulso nociceptivo na
medula espinal, diretamente no local de entrada dos aferentes priméarios onde foi
observada a diminui¢do do padrdo de expressdo da ativacdo neuronal nos diferentes
grupos avaliados.

Além do padrdo de ativacdo neuronal na medula, foi também avaliado o padréo
de ativacdo neuronal na PAG, estrutura também envolvida na modulacdo da dor (Afifi,
Bergman, 2007; Comoli et al., 2003; Ruiz-Torner, 2001). Os resultados obtidos
demonstram que a ECM induziu diminuicdo na expressdo de Fos significante apenas
para o grupo de animais implantados na area da pata posterior, ndo sendo observada
significancia para os outros grupos avaliados. Este aumento corrobora com dados da
literatura que demonstram aumento da expressdo deste proto-oncogene em animais com
dor neuropatica e submetidos @ ECM (Pagano et al., 2011). No entanto, uma analise
mais aprofundada demonstrou diminuigdo significativa no nivel E para os trés grupos
avaliados

Com base em sua citoarquitetura funcional a PAG é subdividida de forma radial
em quatro regides distintas: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral, cada uma
delas formando uma coluna ao longo do eixo rostro-caudal. Cada regido aparenta ter
algumas caracteristicas distintas entre si no que diz respeito & imunorreatividade celular,
densidade de receptores, conexdes aferentes e eferentes e funcdo (Bandler et al., 1991;
Bandler, Depaulis, 1991; Blander, Keay, 1996; Vianna, Brandao, 2003). Ao longo do
eixo rostrocaudal também existem diferencas, por isso alguns trabalhos demonstram a
importancia de se considerar todas as dimensbes (divisdes em regibes e no eixo
rostralcaudal) nos estudos que consideram esta estrutura. Considerando este fato,

realizou-se uma analise mais detalhada da PAG, seguindo uma divisdo dessa regido em
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6 niveis de secgdo (sentido rostral-caudal) e ainda seguindo as divisdes em colunas que
cada nivel apresenta (Comoli et al., 2003; Ruiz-Torner, 2001). Como citado acima, 0s
resultados obtidos demonstraram um aumento significativo no padrdo de expressdo Fos
no nivel E, caudal, para os trés grupos avaliados (pata posterior, pata anterior e cauda),
sendo esta alteragdo no nivel mais caudal da PAG, observada em todas as colunas,
demonstrando um aumento da atividade dos neuronios desta regido.

A literatura associa a regido lateral da PAG ao aumento da atividade
somatomotora e analgesia ndo-opidide e demonstra que projecdes da regido lateral e
dorsolateral do hipotdlamo atingem parte das colunas laterais e ventrolaterais desta
estrutura (Kiernan, 2003; Ruiz-Torner, 2001). Resultados semelhantes foram
observados para Egr-1 que embora na analise geral ndo tenha apresentado diferencas
estatitiscas para os diferentes grupos, apresentou aumento na expressao de Egr-1 no
nivel E para as diferentes colunas avaliadas.

Os dados aqui obtidos corroboram com dados recentes obtidos pelo nosso grupo
que demonstram que a ECM de ratos normais induz aumento da atividade elétrica de
neuronios da PAG, avaliado por eletrofisiologia, bem como aumento na
imunorreatividade para Fos na PAG (Pagano et al., 2012 In press.). A hipGtese para
explicar o efeito analgésico induzido pela ECM é de que a analgesia observada ocorra
por uma inibigdo de interneurdnios gabaérgicos com subseqiente ativacéo de neurdnios
responsaveis pelo sistema de controle inibitério descendente de dor (Pagano et al., 2012
In press.).

Com base nestas informacdes é plausivel sugerir que a ECM utilizada em nossos
experimentos induz analgesia por meio da ativacdo da via inibitdria descendente da dor.
A literatura explica que esta via é formada pela PAG, que recebe axénios provenientes
do hipotalamo e tem neurbnios que se projetam no nucleo magno da rafe, este por sua
vez tem axdnios de neurdnios serotoninérgicos que se projetam na CPME e no ndcleo
espinal do trigémeo (Afifi, Bergman, 2007; Kiernan, 2003).

Conforme mencionado anteriormente nos grupos experimentais além do
aumento da expressdo de Fos no nivel E foi observada uma diminuicdo deste
protooncogene no nivel B, nivel rostral. A regido rostral da PAG aparentemente néo é
ativada por qualquer estressor fisico como dor cutanea e visceral (Keay, Bandler, 2001)
0 que permite elucidar que na analgesia induzida pela ECM tem-se a participacdo de

areas envolvidas com a transmissao ou inibi¢do da dor. Neste caso a CPME, envolvida
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na transmissdo da informacao nociceptiva para os centros superiores do SNC e a regiéo
caudal da PAG que participa da via inibitoria descendente da dor.

Em conjunto, os dados obtidos até 0 momento demonstram que a estimulacéo do
cortex motor induz analgesia em ratos e que este efeito tem relacdo topogréafica com a
area do cortex estimulada. Ainda, os resultados aqui apresentados permitem sugerir que
o efeito antinociceptivo induzido pela ECM ocorra por uma inibigdo da transmissdo do
estimulo nocivo na medula espinal e pela ativagdo do sistema analgésico enddgeno via
PAG. Por fim, nossos resultados reforcam a idéia de que o cortex motor estd envolvido
nos circuitos neurais de controle endégeno da dor. Ainda, embora 0 mecanismo preciso
de acdo da ECM ainda ndo seja conhecido, demonstramos aqui que existem alteragdes
regionais na atividade sinaptica observadas pelas alteragBes na ativacdo neuronal. Em
conjunto, estes dados sdo uma importante contribuicdo para o entendimento das vias

neuronais envolvidas na analgesia induzida pela estimulagdo do cortex motor.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com este trabalho concluiu-se que:

- a técnica de ECM, utilizada neste trabalho, induz analgesia em ratos tendo
este efeito relagdo topografica com cada area do cdrtex estimulada, uma vez
que nos testes comportamentais foram observadas alteragdes no limiar
nociceptivo, significando analgesia, apenas no teste correspondente ao

membro cuja area representativa no cortex motor estava sendo estimulada;

- a analgesia induzida pela ECM ndo apresenta gradiente de efeito
considerando-se que durante a estimulagdo ndo foram observadas alteracdes

comportamentais em regides adjacentes do corpo;

- o efeito analgésico obtido durante a ECM é mediado pela inibigdo da
transmissdo nociceptiva pelos aferentes primarios. Visto que foi observada
uma inibicdo da expressdo da proteina Fos e Egr-1nas laminas superficiais da

CPME, o que indica reducéo na atividade dos neurdnios desta regiéo;

- a analgesia induzida pela ECM ativa a PAG, estrutura que faz parte da via
descendente inibitoria da dor, € ativada durante a ECM, considerando o
aumento da expressdo da proteina Fos e Egr-1 em regiGes da PAG que
estabelecem conexdes com o nlcleo magno da rafe, e que recebem projecGes
do hipotalamo, sendo estas estruturas integrantes do sistema de analgesia

enddgeno.
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