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“Todos séo capazes de dominar a dor, exceto quem a sente.”
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RESUMO

LOPES, P. S. S. Estimulacdo do cértex motor e antinocicepc¢édo: envolvimento da
via de analgesia serotonérgica descendente. 2013. 48 p. Dissertacao (Mestrado em
Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2013.

A estimulag&o epidural do cortex motor (ECM) tem sido eficaz no tratamento de dor
cronica refrataria, porém os mecanismos envolvidos neste efeito ainda sdo incertos.
Demonstrados previamente que a ECM aumenta o limiar nociceptivo mecénico de
ratos, via opioides enddgenos, sendo esse efeito decorrente, em parte, da inibicéo
de ndcleos taldmicos e da ativagcdo da substancia cinzenta periaquedutal
mesencefalica (PAG). Sabendo que a ativacdo da PAG induz a ativacdo da via de
analgesia serotonérgica descendente, fomos investigar o efeito da ECM sobre os
principais nucleos dessa via, o nucleo dorsal da rafe (NDR) e o nucleo magno da
rafe (NMR), assim como sobre os neurdnios da coluna posterior da medula espinhal
(CPME), para melhor elucidar os mecanismos envolvidos na analgesia induzida pela
ECM. Ratos Wistar foram implantados com eletrodos transdurais sobre o cortex
motor primario na area correspondente a pata posterior direita. Apds uma semana
foram estimulados (1 V, 60 Hz, 210 ps) por 15 min e ainda sob estimulacdo foram
avaliados no teste de pressdo da pata. Ratos naive ou falso-estimulados foram
usados como controle. Imediatamente ou 1 h apés a ECM, a imunomarcacao para
Egr-1 (marcador de ativacdo neuronal) ou serotonina (5HT) foi avaliada no NDR, no
NMR e na CPME. Em adicdo, foi também avaliada a marcacdo para substancia P
(SP) na CPME. A ECM aumentou o limiar nociceptivo em 62% na pata contralateral
a estimulacdo, quando comparado com os controles. A estimulacdo cortical nao
alterou a ativacdo do NDR, entretanto induziu a ativacdo do NMR (67%), quando
comparado aos controles. Com relacdo a 5HT, a ECM induziu um aumento na
imunomarcacao para 5HT em 75% no NDR e em 92% no NMR. Na medula espinhal,
a ECM inibiu os neurénios da CPME (48%), porém néo interferiu com a marcacao de
fiboras SP-positivas. Estes resultados sugerem que a antinocicepc¢ao induzida pela
ECM ¢é proveniente da ativacdo do sistema serotonérgico descendente, com
consequente inibicdo dos neurdnios nociceptivos espinhais levando ao aumento do
limiar nociceptivo. Esses dados reforcam o papel do cértex motor no controle da
resposta dolorosa.

Palavras-chave: Estimulagdo do Cortex Motor. Via de Analgesia Descendente.
Serotonina. Nucleo Dorsal da Rafe. Nucleo Magno da Rafe. Coluna Posterior da
Medula Espinhal.



ABSTRACT

LOPES, P. S. S. Motor cortex stimulation and antinociception: involvement of
descending serotonergic pain pathway. 2013. 48 p. Masters thesis (Human
Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2013.

Motor cortex stimulation (MCS) has been effective in the treatment of refractory
chronic pain; however, the mechanisms involved in this effect remain unclear. We
previously demonstrate that MCS increases the mechanical nociceptive threshold in
rats, via endogenous opioids, being this effect due to thalamic nuclei inhibition and
periqueductal gray matter (PAG) activation. Knowing that the PAG activation induces
the activation of descending serotonergic pathway, we investigated the MCS effect
on the main nuclei of this pathway, the dorsal raphe nucleus (DRN) and the magnus
raphe nucleus (MRN), and also on the neurons of the dorsal horn of the spinal cord
(DHSC), to better understand the mechanisms involved in MCS-induced analgesia.
Male Wistar rats were implanted with transdural electrodes on the motor cortex in the
area corresponding to the right hind paw. After one week, the animals were
stimulated (1 V, 60 Hz, 210 ps) for 15 min and still under stimulation they were
evaluated by paw pressure test. Naive or sham rats were used as controls.
Immediately or 1 h after MCS, the immunostaining to Egr-1 (neuronal activation
marker) or serotonin (5HT) were evaluated in the DRN, MRN and DHSC.
Furthermore, it was evaluated the substance P (SP) staining in the DHSC. MCS
increased 62% of nociceptive threshold in the contralateral hindpaw to the
stimulation, when compared to control groups. MCS did not modify the NDR
activation; however, induced MRN activation (67%), when compared to controls.
Regarding to 5HT, MCS increased 75% the immunostaining for 5HT in the NDR and
92% in the MRN. In the spinal cord, MCS inhibited the DHSC neurons (48%),
however did not change the staining for SP-positive fibers.These results suggest that
MCS-induced antinociception is arising to the activation of the descending
serotonergic pathway, with subsequent inhibition of the spinal nociceptive neurons,
leading to increasing of the nociceptive threshold. These data reinforce the role of the
motor cortex in the control of the painful response.

Keywords: Motor Cortex Stimulation. Descending Pain Pathway. Serotonin. Dorsal
Raphe Nucleus. Magnus Raphe Nucleus. Dorsal Horn of the Spinal Cord.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVO

Aproximadamente um terco da populacdo mundial sofre de dor crbnica ou
persistente, tornando-se esta uma das mais frequentes razdes para a procura de
atendimento médico, trazendo altos gastos em salde publica, quanto agravos e
comorbidades fisicas e emocionais aos pacientes (STUCKY et al.,, 2001). Uma
variedade de tratamentos farmacoldgicos tem sido proposta para controle da dor
neuropatica, porém, até o momento, nenhum deles responde de maneira
satisfatéria. Desta maneira, o aprimoramento terapéutico em tais condi¢cdes
dolorosas se faz necessario. Nesse sentido, a estimulagdo do cortex motor (ECM),
uma técnica terapéutica ndo destrutiva, ajustavel e reversivel, tem sido aplicada no
tratamento de dores centrais complexas ou sindromes periféricas neuropaticas,
resistentes a outros tratamentos (FAGUNDES-PEREYRA et al., 2010). Entretanto, a
ECM falha em reverter a dor neuropatica em aproximadamente um terco dos
pacientes (NGUYEN et al., 2000), apontando para uma necessidade de prosseguir
com a pesquisa nesse campo. Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a ECM
ativa a substancia cinzenta periaquedutal mesencefalia (PAG) (PAGANO et al.,
2012). Considerando que a PAG esta intimamente ligada a neur6nios do nucleo
dorsal da rafe (NDR), que junto com o nucleo magno da rafe (NMR) modulam a
resposta dolorosa pela via serotonérgica descendente (BAJIC; COMMONS, 2010;
BASBAUM; FIELDS, 1984), agindo sobre neurdnios nociceptivos espinhais com a
finalidade de inibir a transmissdo do estimulo nociceptivo (VIISANEN;
PERTOVAARA, 2010b), decidimos investigar o efeito da estimulag&o cortical sobre a
ativacdo dos nucleos serotonérgicos NDR e NMR, envolvidos na via de analgesia

descendente, e sobre 0s neurbnios da coluna posterior da medula espinhal (CPME).

1.10bjetivos especificos

1. Avaliar o padrédo de ativacdo neuronal no NDR, NMR e CPME, visto por
imunomarcacao para Egr-1;
2. Avaliar o padréo de imunomarcacao para serotonina (5HT) no NDR e NMR,;

3. Avaliar o padréo de imunomarcacao para substancia P (SP) na CPME.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicao e funcéo da dor

Segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é
iniciada ou causada por uma lesdo priméaria ou disfuncdo no sistema nervoso
(MERSKEY; BOGDUK, 1994). Entretanto, as definicbes de dor sofreram grandes
modificacdes por volta das décadas de 50 e 60, sendo que, além dos eventos fisicos
gue abrangem a sensacdo dolorosa, foram considerados aspectos emocionais e
culturais (PIMENTA; KOIZUMI; TEIXEIRA, 2000). Sendo assim, mais do que uma
experiéncia sensorial desagradavel (MEYER et al., 2006), ou simplesmente um
estimulo nocivo, a dor é uma experiéncia complexa multidimensional, pois envolve
componentes neurais discriminativos, emocionais e cognitivos (XIE; HUO; TANG,
2009), e tem como fungcdo nos alertar de qualquer perigo ou lesdo iminente,
desencadeando respostas defensivas com a finalidade de manter a integridade do
organismo (JULIUS; BASBAUM, 2001) e de oferecer seguranca e condicbes para a
sua recuperacdo (PLONER et al., 2006).

2.2 Geracdao e transmisséo do estimulo doloroso (Via aferente nociceptiva)

Presentes na pele, visceras, articulacbes e 0ssos, 0S neurdnios com
propriedades singulares especificas para a deteccdo de estimulos nocivos de
natureza térmica, quimica ou mecanica sdo chamados de nociceptores (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Essa particular capacidade dos nociceptores se deve a presenca
de receptores de alto limiar, que sao ativados somente frente a estimulos nocivos
(JULIUS; BASBAUM, 2001; SCHOLZ; WOOLF, 2002). Em condicdes de lesao
tecidual e/ou inflamacéo, diversas substancias sao liberadas pelas células do local
afetado, como bradicinina, prostaglandina e histamina, que tem a capacidade de
ativar esses receptores (JULIUS; BASBAUM, 2001; TAIl, ZHU; ZHOU, 2008).
Quando ativados, esses receptores geram mudancas no potencial elétrico dos
terminais periféricos dos nociceptores, aumentando a entrada de sédio via canais de
sédio dependentes de voltagem, ultrapassando o limiar de membrana e por fim,
desencadeando potenciais de acdo que sdo conduzidos da periferia a CPME

(BINSHTOK et al., 2008). Os nociceptores conduzem o estimulo nociceptivo via
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fiboras nervosas de diferentes calibres que sao classificadas como A9, fibras
mielinizadas com alta velocidade de conducgéo e de grande calibre e fibras C, fibras
amielinizadas, com menor velocidade de conducéo e de pequeno calibre, sendo que
70% dos nociceptores possuem fibras do tipos C (DJOURI; LAWSON, 2004,
STUCKY et al., 2001).

Ao ser conduzido ao longo da fibra aferente nociceptiva, o estimulo
nociceptivo € transmitido aos neurbénios de projecdo (ou neurdnios de segunda
ordem) da CPME, e essa sinapse € mediada por diversos neurotransmissores, tais
como SP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e glutamato
(TRAFTON et al, 1999; WOOLF; SATER, 2006). A CPME ¢ dividida
anatomicamente em laminas, numeradas de | a VI, de acordo com Rexed (1952),
considerando as diferengcas no tamanho e densidade dos neurdnios (GRAHAM,;
BRICHTA; CALLISTER, 2007). Nestas laminas as aferéncias somatossensoriais
provenientes da periferia fazem sinapse com neurdnios de projecéo e, estes cruzam
a linha mediana e ascendem em direcdo as regiées supraespinhais. A coluna
posterior superficial, formada pelas laminas | e Il, recebe grande parte dos impulsos
elétricos das fibras Ad e C (LU, 2008). Uma parte significativa dos neurénios centrais
situados na lamina | da CPME possui receptores NK1, sendo responsivos a SP
(MAZARIO; BASBAUM, 2007).

Os neurdnios de proje¢do conduzem a informag&o nociceptiva da medula até
estruturas do tronco encefalico e diencéfalo por diferentes vias ascendentes, sendo
as principais delas a via espinotalamica, espinomesencefélia e espinoreticular
(MILLAN, 1999). A via nociceptiva espinotalamica é a mais proeminente na
condugdo do impulso nociceptivo onde os neurbnios de projecdo da CPME
ascendem para diversos nucleos talamicos envolvidos com 0s componentes
discriminativos e afetivos da dor (JESSEL, 1991). No talamo ocorre a recepcao,
integracao e transferéncia da informacdo nociceptiva para o cortex cerebral, onde a
informag&o pode ser somatotopicamente organizada e processada (DOSTROVSKY;
CRAIG, 2006). Dentre as principais regides corticais envolvidas no processamento
da resposta nociceptiva estdo os cortices sensorial primario (S-1), secundario (S-Il),
motor (BROMM; TREEDE, 1987; SCHNITZLER; PLONER, 2000), cingulado anterior
e insular (BUSHNELL et al., 1999) (Figura 1).
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Figura 1 - Vias ascendentes de dor.
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Imagem das principais vias que compreendem a via ascendente de dor. A. Via
espinotalamica. B. Via espinomesencefélica. C. Via espinoreticular. O estimulo nociceptivo é
transmitido para o neurdnio de projecao via substancia P (SP) e glutamato (Glu) e ascende
a medula espinhal em diregdo ao tronco encefalico, ao tadlamo e ao cortex, ativando
diferentes estruturas. AMI: amidala. HT: hipotdlamo. PB: nldcleo parabraquial. PAG:
substancia cinzenta periaguedutal mesencefalica. CS: coliculo superior.

Fonte: (VIISANEN-KUOPILA, 2012).

2.3 Modulacgéo do estimulo doloroso (Via de analgesia descendente)

O sistema nervoso possui circuitos modulatérios que regulam a percepcao da
dor e o sitio final desta modulacdo é a medula espinhal, onde conexdes entre vias
envolvidas ou ndo com a analgesia podem controlar a transmissao da informacao
nociceptiva que serd enviada para centros supraespinhais (BASBAUM; FIELDS,
1984; FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2006). O conceito de mecanismo inibitorio
de dor que perdura até os dias de hoje € a teoria da comporta, elaborado por
Melzack e Wall (1965), que consiste na inibicdo da transmissdo do impulso
nociceptivo por interneurénios inibitorios, presentes na lamina Il da CPME.

Posteriormente, foi demonstrado que estruturas encefalicas também exercem
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atividade inibitéria ou facilitatéria sobre as células da CPME (FIELDS; BASBAUM,;
HEINRICHER, 2006; MILLAN, 2002). A demonstragdo do envolvimento de
estruturas encefalicas como amigdala, hipotalamo, PAG e talamo na analgesia
contribuiu significativamente para confirmar a existéncia e despertar o interesse
sobre o mecanismo descendente de supressédo da dor (KUHAR; PERT; SNYDER,
1973).

Dentre as principais estruturas modulatérias nociceptivas estdo a PAG, o
hipotalamo, as estruturas do sistema limbico como amigdala, coOrtex cingulado
anterior e insula anterior, o locus ceruleus (LC) e o bulbo ventromedial rostral (RVM),
onde se localiza a formacao reticular adjacente e o nucleo magno da rafe (NMR).
Todas estas estruturas possuem inervacdes diretas para a CPME (ALMEIDA;
ROINZENBLATT; TUFIK, 2004; BRAZ; ENQUIST; BASBAUM, 2009; BASBAUM,;
HEINRICHER, 2006; MASON, 2001; MILLAN, 1999; ROSENFELD, 1994;
SANDKUHLER, 1996). O nucleo dorsal da rafe (NDR) tem sido incluido neste grupo
por agir relevantemente na modulacdo nociceptiva (WANG; NAKAI, 1994),
modulacado esta que é provavelmente mediada através da sua conexdao direta com o
NMR ou indireta com a CPME ou com o talamo (PALAZZO et al., 2006) (Figura 2).

A PAG é citoarquitetonica e quimicamente heterogénia e possui quatro
subdivisbes, nomeadas de dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral, que
diferem na sua contribuicdo na modulacdo da dor e no controle autonémico
(BANDLER; SHIPLEY, 1994). Neurdnios das subdivisdes da coluna lateral estéo
mais envolvidos com a informacdo aferente relacionada a insultos cutaneos,
enquanto a coluna ventrolateral estd relacionada com dor visceral e somatica
profunda (CLEMENT et al., 2000; KEAY; BANDLER, 1993; KEAY et al., 1994;). A
PAG recebe aferéncias de diferentes origens, tais como hipotalamo, cértex frontal e
insular, amigdala, nucleo parafascicular do talamo, LC, formacao reticular e CPME
(AGGLETON, 1992; BEITZ, 1982; HERBERT,; SAPER, 1992). A PAG possui muitos
neurdbnios que contém encefalina, SP e acido y-aminobutirico (GABA), sendo que
alguns destes neurdnios projetam-se diretamente para o RVM (SANDKUHLER,
1996; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004).

O NDR esta intimamente ligado a PAG por sua localizacdo anatdbmica, mas
difere muito desta regido por suas caracteristicas citoarquitetonicas e fisiologicas
(WANG; NAKAI, 1994). O NDR contém o maior grupo de neurbnios serotonérgicos
no encéfalo de mamiferos (DAHLSTROM; FUXE, 1964). A coluna ventrolateral da
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PAG (VIPAG), uma das colunas mais efetivas no controle da analgesia (BASBAUM,;
FIELDS, 1984), é a regido onde parte dos neurdnios serotonérgicos do NDR estéo
localizados (BAJIC; COMMONS, 2010). Apesar da sua funcéo antinociceptiva, o
NDR contém populacdes de neurbnios pré-nociceptivos, sugerindo seu papel tanto
na inibicdo como na facilitagdo nociceptiva (WANG; NAKAI, 1994). Terminais
serotonérgicos localizados na CPME sdo de origem supraespinhal (STAMFORD,
1995) sendo parte desses terminais oriundos do NDR (WANG; NAKAI, 1994), porém
grande parte da modulacdo nociceptiva na CPME €& proveniente do NMR
(OLIVERAS et al., 1977).

Figura 2 — Principais estruturas envolvidas na modulac&o nociceptiva.

PAG

Mesencéfalo

NDR
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Bulbo

Medula Espinhal

Imagem das principais estruturas que compreendem a via de analgesia descendente. PAG —
substancia cinzenta periaquedutal mesencefalica. NDR — nucleo dorsal da rafe. LC — locus
ceruleus e NMR — nucleo magno da rafe (Modificado de KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL,
2000).
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A conexdo entre a PAG e o RVM é critica para a modulacdo da dor
(BEHBEHANI; FIELDS, 1979; URBAN; SMITH, 1994). Dentre os nucleos do RVM
implicados no mecanismo de supressdo da dor destacam-se o0 NMR, rico em
neurbnios serotonérgicos, e 0s neurbnios da formacado reticular adjacente que
recebem projecdes oriundas da PAG, do hipotalamo posterior e do LC, rico em
neurbnios noradrenérgicos (FIELDS; BASBAUM, HEINRICHER, 2006; MASON,
2001; ROSENFELD, 1994; SANDKUHLER, 1996;). Neurdnios da NMR projetam-se
diretamente para a medula espinhal, onde inibem a transmissdo nociceptiva
(BASBAUM; FIELDS, 1984; FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). As laminas I, Il
e lll da CPME possuem massiva expressdo do receptor inibitério do subtipo 5HTa
(CROUL et al., 1998). Da mesma forma, a conexdo PAG - LC coopera para a
inibicdo nociceptiva, onde a ativacdo de neurbnios noradrenérgicos do LC via SP,
dopamina e/ou glutamato resulta na liberagdo de noradrenalina na CPME (MILLAN,
2002). Os axobnios eferentes das vias serotonérgicas e/ou noradrenérgicas
consolidam a inibicdo nociceptiva descendente através de sinapses com O0S
neurbnios de projecdo, via receptores 5HT;a € a2-adrenérgico, respectivamente, e
com os interneurénios inibitérios GABAérgicos, glicinérgicos e encefalinérgicos da
CPME (JESSEL, 1991; SUZUKI et al., 2004), inibindo a liberacdo de
neurotransmissores nociceptivos excitatorios, como glutamato, SP e CGRP pelos
neurbnios de projecdo (CURTIS; HOSLI; JOHNSON, 1967; MALCANGIO;
BOWERY, 1996) (Figura 3).
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Figura 3 - Via de analgesia descendente.
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Imagem da via de analgesia descendente. Diferentes estruturas supraespinhais participam
da ativacdo dessa via pela acdo da dopamina (DA), glutamato (Glu), GABA, serotonina
(5HT) e noradrenalina (NA). Ao chegar a CPME, o estimulo nociceptivo € inibido por 5HT,
NA, DA e opidides (OP) liberados pela via descendente e por encefalina (ENK) e GABA
liberados pelos interneurénios inibitorios locais. EST: estriado. AMI: amigdala. HT:
hipotalamo. SC: coliculo superior. PAG: substancia cinzenta periaquedutal mesencefalica.
LC: locus ceruleus. RVM: bulbo ventromedial rostral. 5HT;4: receptor para 5HT tipo 1A. a,A:
receptor para noradrenalina do tipo a,. D,: receptor para DA do tipo 2.

Fonte: (VIISANEN-KUOPILA, 2012).
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2.4 Estimulacao cortical, ativagdo neuronal e analgesia

A utilizacdo de estimulacdo elétrica cortical para o tratamento da dor foi
inicialmente reportada por Tsubokawa e colaboradores (1990), que se baseavam na
hip6tese de que o impulso elétrico poderia ativar neurdnios sensoriais presentes no
local da estimulacdo, consequentemente levando a inibicAo de neurdnios
nociceptivos situados no cortex cerebral (TSUBOKAWA et al., 1991, 1993). Desde
entdo, a estimulacdo cortical ganhou atencdo por sua eficacia no tratamento de
varias sindromes dolorosas refratarias (CANAVERO; BONICALZI, 2002; GARCIA-
LARREA et al., 1999; NGUYEN et al., 1999; 2000; NUTI et al., 2005; RASCHE et al.,
2006). Foi sugerido que a estimulacdo cortical € capaz de ativar o sistema
antinociceptivo descendente (JASMIN et al.,, 2003; OHARA; VIT; JASMIN, 2005),
entretanto as vias e mecanismos de acdo eram desconhecidas.

Posteriormente, utilizando modelos experimentais em ratos, foi observado por
eletrofisiologia, que a estimulacdo elétrica subdural do cortex motor induz a inibicédo
da atividade de neurdnios da CPME (SENAPATI; HUNTINGTON; PENG, 2005a),
além da reversao da dor neuropatica de origem central (RUSINA et al., 2005) e
periférica (VACULIN et al., 2008). O efeito analgésico observado em ratos com dor
neuropatica foi mediado pela ativacdo dos neurdnios do LC (VIISANEN;
PERTOVAARA, 2010a), do RVM e da via serotonérgica descendente, via receptores
5HT1a espinhais (VIISANEN; PERTOVAARA, 2010b). Entretanto, a via
noradrenérgica parece ndo ser critica nesta via, ao contrario da via serotonérgica,
que exibe modulacdo relevantemente potente (VIISANEN; PERTOVAARA, 2010a,
b). Na tentativa de mimetizar o protocolo clinico menos invasivo utilizado em
humanos, foi demonstrado pelo nosso grupo que a estimulacdo elétrica transdural
do cortex motor, na area somatotopica correspondente a pata posterior direita,
aumenta o limiar nociceptivo mecanico de ratos naive, na pata contralateral a
estimulacdo, sem interferir com a reposta motora dos animais, sendo esse efeito
devido a participacéo de opidides (FONOFF et al., 2009a).

A expressao dos proto-oncogenes, egr-1 (krox-24, zif268 ou zenk), c-fos e c-
jun, tém sido extensivamente avaliada no sistema nervoso para o mapeamento de
ativacéo das vias neuronais (BECKMANN; WILCE, 1997; HERRERA; ROBERTSON,
1996; MORGAN; CURRAN, 1989; SAGAR; SHARP; CURRAN, 1988). Nesse

sentido, foi demonstrado pelo nosso grupo, tanto por eletrofisiologia como por
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marcagcdo para Egr-1, que a estimulagdo cortical induz a inibicdo de nucleos
talamicos e a desinibicdo da via analgésica descendente na PAG (PAGANO et al.,
2012). Considerando que a estimulacédo cortical ativa a PAG (PAGANO et al., 2012)
e que essa resposta € modulada principalmente pela via serotonérgica descendente
(VIISANEN; PERTOVAARA, 2010b), decidimos investigar o efeito da estimulacao
cortical sobre a ativacdo dos nucleos serotonérgicos NDR e NMR, envolvidos na via
analgésica descendente oriunda da PAG, e consequentemente sua modulacdo
sobre a CPME com o intuito de melhor delinear o papel da ECM na modulacédo da

resposta nociceptiva.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar com 2 meses de idade (180-220 g), fornecidos
pela Anilab Animais de Laboratério Criagdo e Comércio LTDA-EPP. Os animais
foram mantidos em sala apropriada no Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital
Sirio-Libanés (IEP/HSL), com ciclo claro e escuro (12/12 h), temperatura constante
(22 £2 °C) e acesso livre a agua e racao por um periodo minimo de dois dias antes
da sua utilizacdo. Os animais foram manipulados considerando os principios e o
guia de uso de animais de laboratorio envolvendo dor e nocicepc¢do (ZIMMERMANN,
1983), sendo o projeto aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) do Hospital Sirio Libanés (CEUA 2011/13) e pelo Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (n° 055 nas fls. 103 do livro 02, 2011).

3.2 Implante dos eletrodos transdurais e parametros da estimulacéo elétrica

Os animais foram submetidos a anestesia geral quetamina (cloridrato de
dextrocetamina 50mg/ml, Cristalia) e xilazina (cloridrato de xilazina 2%, Syntec), 1:1,
100 uL/100 g de peso corporeo, via i.m., associada a anestesia local lidocaina
(cloridrato de lidocaina 2%, Cristalia), 100 uL/ animal/ escalpo, via s.c. e fixados em
um aparelho de estereotaxia. Quando necessario, doses complementares de
guetamina foram administradas. Um par de eletrodos de aco inoxidavel (diametro de
0,8 mm) foi inserido em pequenas trepanacdes realizadas sobre a area do cortex
motor primario correspondente a pata posterior direita, de acordo com mapa
funcional do cortex motor de rato construido pelo nosso grupo de pesquisa
(FONOFF et al., 2009b) (Figura 3). Um par de parafusos de fixac&o foi implantado 4
a 6 mm préximo ao local da estimulacdo. Os eletrodos foram fixados ao créanio
utilizando resina acrilica polimerizante. Os prolongamentos dos eletrodos foram
inseridos em um soquete, para a posterior conexao com 0s cabos do estimulador, o
gual também foi fixado com polimero acrilico, funcionando como isolante elétrico dos
contatos do soquete. Durante 3 dias consecutivos, 0s animais receberam anti-
inflamatorio (cetoprofeno 100 mg - 0,05 ml/ kg, via s.c.). Uma semana apoés a

implantacdo dos eletrodos os animais foram submetidos a estimulacao elétrica
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transdural do cortex motor, de acordo com estudo anterior realizado pelo nosso
grupo (FONOFF et al., 2009a). Cabe ressaltar que nesse trabalho os parametros
ideais da estimulacéo cortical foram padronizados para induzir o aumento do limiar
nociceptivo na pata contralateral ao cértex estimulado, sem interferir com o limiar
nociceptivo da pata ipsolateral a estimulacdo e sem alterar a resposta motora dos
animais avaliados no teste do campo aberto (FONOFF et al., 2009a). As sessbes de
estimulacdo foram aplicadas por 15 minutos (1 V, corrente entre 0,9 e 1 mA; 60 Hz;
210 ps de duracdo do pulso), utilizando o estimulador elétrico Medtronic®. Ao final
desse periodo, porém ainda sob estimulagdo, os animais foram reavaliados no teste
nociceptivo. Como animais controles, foram utilizados ratos sem nenhuma
intervencao cirargica (naive) e ratos submetidos a implantacdo dos eletrodos, sem

estimulacao cortical (falso estimulado — sham).

Figura 4 - Mapa funcional das areas motoras com a ECM.

Imagem ilustrando as &reas corticais somatotopicas do rato. V-vibrissas. P-musculos do
pescoco, O-musculos oculares, C-cauda, PA-pata anterior e PP-pata posterior, sendo esta
Ultima area a regido cortical escolhida para a aplicacao da estimulacao elétrica.

Fonte: (FONOFF at al., 2009b).
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3.3 Avaliagcéo da resposta nociceptiva mecanica (Teste de pressao da pata)

A estimulacao nociceptiva mecanica foi avaliada utilizando o teste de pressao
de pata (Analgesimetro, Insight®) (RANDALL; SELITTO, 1957). Neste teste, uma
forca em gramas de intensidade crescente é continuamente aplicada sobre o dorso
das patas posteriores do animal. A resposta nociceptiva do animal é dada pela
reacao de retirada da pata pressionada. O limiar nociceptivo é expresso em gramas
de forca necessaria para a inducédo da reacdo de retirada. O teste nociceptivo foi
realizado antes da cirurgia de implante dos eletrodos (medida inicial - MI) e duas
vezes ap0s uma semana do implante (medida final 1- MF1 e MF2, com intervalo de
15 minutos entre elas). Os resultados foram analisados através da comparacéo das
medidas iniciais e finais e entre os diferentes grupos. Com o intuito de minimizar o
estresse dos animais frente ao teste utilizado, os animais foram adaptados um dia

antes dos testes no aparelho.

3.4Imuno-histoquimica

Imediatamente apds os testes nociceptivos (para o ensaio com 5HT e SP) ou
1 h apoés os testes (para o ensaio com Egr-1), os animais foram anestesiados com
guetamina (cloridrato de dextrocetamina 50mg/ml, Cristalia) e xilazina (cloridrato de
xilazina 2%, Syntec), 1:1, 250 uL/100 g de peso corpoéreo, via i.p. e submetidos a
perfusdo transcardiaca, com solugdo salina 0.9%, seguida de solugdo de
formaldeido 4% (PFA) dissolvido em tampao fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4). Cabe
salientar que, para a andlise da marcacéo para Egr-1, os animais foram perfundidos
1 h apds ultimo teste nociceptivo uma vez que o pico de expressao proteica dos
proto-oncogenes ocorre 1 h apds o estimulo nociceptivo e decai entre 3 e 4 hs
(HERDEGEN; LEAH, 1998). Apés a perfusao, os encéfalos e as medulas espinhais
foram coletados e armazenados em PFA por 4 h e apés este periodo, o material foi
transferido para uma solucdo de sacarose a 30% em PB. ApoOs 48 hs, os tecidos
foram cortados em uma espessura de 30 pm em microtomo deslizante de
congelamento (Leica, EUA). As amostras dos cortes histologicos foram coletados em
placa de cultivo de 6 unidades contendo solugéo anti-freenzing (PB 0.05M, sacarose
e etilenoglicol) e mantidos a -20°C. No momento do ensaio, os cortes foram

mantidos sob agitagdo constante a temperatura ambiente, e submetidos as



27

seguintes etapas: a) 3 lavagens de 10 min cada, em PB; b) incubac&o por 12-16 h
com o anticorpo primario especifico para Egr-1 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
Inc. CA, US), 5HT (1:1000, Millipore Corporation, USA) e SP (1:1000, Millipore
Corporation, USA), diluido em 0,3% de triton X-100, contendo 50 pyL de soro de
burro normal; c¢) 3 lavagens com PB; d) incubagdo por 2 hs com anticorpo
secundario biotinilado (1:200, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West
Grove, PA, USA) diluido em triton X-100; e) 3 lavagens com PB; g) incubacé&o por 2
hs com complexo avidina-biotina-peroxidase (1:100, ABC Vector Laboratories Inc.
CA, USA) em triton ABC; f) marcacdo com peroxidase usando o cromégeno 3,3"-
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) e uma solucao
de peréxido de hidrogénio 0,01 % em PB, sendo a reacdo freada com PB; g) os
cortes foram montados nas laminas com solucdo de montagem e mantidos por pelo
menos 48 h a 37 °C; h) desidratacdo a temperatura ambiente e cobertura com
laminula utilizando Permount (Fisher Scientific, New Jersey, USA). Os cortes
utilizados no ensaio imuno-histoquimico para marcacdo de Egr-1, 5HT e SP no
NDR, NMR e CPME foram selecionados baseando-se no atlas estereotéxico
Paxinos e Watson (2004) (Figura 4). A CPME, mais especificamente entre as
laminas | e 5 de Rexed, foi avaliada na porcdo medular correspondente a regido das
vértebras lombares quatro (L4) e cinco (L5). A imunorreatividade foi analisada por
microscopia de luz (80i, Nikon), as imagens foram capturadas e as areas
selecionadas foram quantificadas pelo programa ImageJ (NIH/EUA). A quantificacéo
da marcacao para Egr-1 no NMR foi feita utilizando a opcao cell counter; para 5HT
as imagens foram recortadas nas dimensdes 640x392pixels. Na quantificacdo da
marcacao para Egr-1 e 5HT no NDR as imagens foram recortadas nas dimensdes
330x412pixels. Os recortes foram feitos para delimitar a area de interesse a ser
guantificada. As dimensfes originais das imagens foram, respectivamente,
1280x1024pixels e 640x512pixels para os ensaios com Egr-1 e 5HT. Foram
guantificados nas areas selecionadas os nucleos marcados para Egr-1 ou a area
marcada para 5HT ou SP em pixels/ cm?. Foram avaliados 5 cortes por animal para
cada estrutura e anticorpo avaliado, sendo utilizado 7 animais por grupo. Foi
realizada a média dos numeros obtidos de nucleos marcados para Egr-1 ou da area
marcada para 5HT ou SP dos cortes de cada animal, seguida da média de todos os

animais pertencentes ao mesmo grupo. Os resultados representam a medida da
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densidade relativa de ndcleos marcados para Egr-1 ou da imunorreatividade para

5HT ou SP nas diferentes regides avaliadas de animais naive, sham ou estimulados.

Figura 5 - Estruturas onde foram feitas as anéalises imuno-histoquimicas.
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llustragdo das estruturas avaliadas nos ensaios imuno-histoquimicos. Painel A: Nucleo
dorsal da rafe (NDR). Aqueduto cerebral (Aq). Rafe dorsal dorsal (DRD). Rafe dorsal ventral
(DRV). Painel B: Nucleo magno da rafe (NMR). Painel C: Coluna posterior da medula
espinhal (CPME), L4-L5. As areas analisadas estédo delimitadas pelos quadrados vermelhos.
Fonte: (PAXINOS; WATSON, 2006).

3.5Andélise estatistica

Os dados foram representados como meédia £ e.p.m. A analise estatistica foi
gerada utilizando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.). A
comparacao estatistica entre os grupos foi realizada usando a analise de variancia
de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni. O indice de significancia foi

considerado de p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito da ECM sobre a resposta nociceptiva mecanica

Na tentativa de melhor elucidar os mecanismos envolvidos com a
antinocicepgéo induzida pela ECM, animais submetidos a estimulag&o cortical e
animais controles (naive e falso-estimulados) foram avaliados no teste nociceptivo.
A ECM induziu um aumento significativo no limiar nociceptivo mecéanico dos animais
(62% de aumento), em comparacdo com 0S animais controles, ratos naive e falso-
estimulados (Figura 5). Os testes imuno-histoquimicos foram realizados em cortes
obtidos de animais que foram previamente avaliados no teste nociceptivo, sendo
condicdo absoluta para realizacdo dos testes a auséncia de nocicepcdo em ratos

naive e falso-estimulados e aumento do limiar nociceptivo em ratos estimulados.

Figura 6 - Efeito da ECM sobre o limiar nociceptivo mecanico.
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Os ratos foram avaliados antes do implante dos eletrodos transdurais (medida inicial, MI) e 7
dias apés o implante (medida final, MF1 e ap6s 15 minutos - MF2). Sham: animais falso-
estimulados. ECM: animais submetidos a estimulagéo cortical. Os dados representam a
média + e.p.m. de 7 animais por grupo. ***p<0,001 em relacdo aos demais grupos
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4.2 Efeito da ECM sobre ativagc&do neuronal do NDR

Considerando que a ativacdo de neurbnios localizados no NDR esta
relacionado a ativacdo da via de analgesia descendente (PALAZZO et al., 2006;
ZORMAN et al., 1982), avaliamos o padréo de ativagao neuronal por Egr-1 no NDR.
A ECM néo interferiu com o padrao de ativacdo neuronal, vista por Egr-1, no NDR
guando comparado com 0s grupos controles (Figura 6).

Figura 7 - Analise do padréo de ativacdo neuronal no NDR.
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Imagem digital da marcacéo para Egr-1 em (A) animal naive, (B) nao estimulado (sham) e
(C) estimulado (ECM). (D) Analise quantitativa do numero de nucleos neuronais marcados
para Egr-1 por cm®. Os dados representam a média + e.p.m. de 5 cortes de 7 animais por
grupo.
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4.3 Efeito da ECM sobre a marcacgao para serotonina no NDR

Dado que neurbnios serotonérgicos do NDR sao responsaveis pela modulacao
da analgesia (NISHIKAWA; SCATTON, 1983), avaliamos a marcacao para 5HT no
NDR. A ECM induziu um aumento de 75% na imunorreatividade para SHT no NDR
em relagdo aos grupos controles (Figura 7).

Figura 8 - Andlise da marcacao serotonérgica no NDR.
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Imagem digital da marcacédo serotonérgica em (A) animal naive, (B) nao estimulado (sham)

e (C) estimulado (ECM). (D) Analise quantitativa da area total da imunorreatividade para

5HT por cm?. Os dados representam a média + e.p.m. de 5 cortes de 7 animais por grupo.
**p<0,05 em relagdo aos demais grupos.
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4.4 Efeito da ECM sobre a ativagédo neuronal no NMR
O NMR é um dos principais nucleos serotonérgicos cuja ativacao resulta em
inibicdo do estimulo nociceptivo (OLIVERAS et al., 1977). Assim, fomos avaliar o

padrao de ativagdo do NMR por Egr-1. A ECM induziu um aumento de 67% na

ativacédo neuronal no NMR, vista por Egr-1, em relacdo ao controles (Figura 8).

Figura 9 - Andlise do padrao de ativacdo neuronal no NMR.
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Imagem digital da marcacédo para Egr-1 em (A) animal naive, (B) néo estimulado (sham) e
(C) estimulado (ECM). (D) Analise quantitativa do nimero de nucleos neuronais marcados
para Egr-1 por cm?.0Os dados representam a média + e.p.m. de 5 cortes de 7 animais por
grupo. **p<0,05 em relacdo aos demais grupos.
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4.5 Efeito da ECM sobre a marcacao para serotonina no NMR

Uma vez que a liberacdo de 5HT de neurbnios do NMR para a CPME é
responsavel por parte relevante da inibicdo nociceptiva da via de analgesia
descendente (AUERBACH; FORNAL; JACOBS, 1985), fomos avaliar o padrédo de
marcagdo para 5HT no NMR. A ECM induziu um aumento de 92% na

imunorreatividade para 5HT em relacdo aos grupos controles (Figura 9).

Figura 10 - Andlise da marcacdo serotonérgica no NMR.
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Imagem digital da marcacgéo serotonérgica em (A) animal naive, (B) nao estimulado (sham)
e (C) estimulado (ECM). (D) Analise quantitativa da area total da imunorreatividade para
5HT por cm®.0s dados representam a média + e.p.m. de 5 cortes de 7 animais por grupo.
*p<0,05 em relacéo aos demais grupos.
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4.6 Efeito da ECM sobre a ativagcédo neuronal na CPME

A CPME é o sitio final onde as diferentes vias ascendentes e descendentes
modulam a transmissdo do estimulo nociceptivo de neurbnios aferentes primarios
provenientes da periferia de forma facilitatoria e inibitéria (BASBAUM; FIELDS,
1984). Assim, fomos avaliar o padréo de ativagdo neuronal por Egr-1 na CPME. A
ECM induziu uma diminuicdo de 48% na ativacdo neuronal na CPME, visto por Egr-

1, em relacéo ao grupo néo estimulado (Figura 10).

Figura 11 - Analise do padrédo de ativacdo neuronal na CPME.
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Imagem digital da marcacéo para Egr-1 em (A) animal naive, (B) nao estimulado (sham) e
(C) estimulado (ECM). (D) Analise quantitativa do nimero de nucleos neuronais marcados
para Egr-1 por cm?. Os dados representam a média + e.p.m. de 5 cortes de 7 animais por
grupo. *p<0,05 em relacéo ao grupo sham.
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4.7 Efeito da ECM sobre a marcacao de fibras SP-positivas na CPME

Considerando que a SP é um dos principais neurotransmissores excitatorios
liberados na CPME que medeiam a transmissao do estimulo nociceptivo da periferia
para o sistema nervoso central (WALLIN; SCHOTT, 2002), avaliamos o padréo de
marcagdo de SP na CPME. A ECM nao alterou o padrdo de marcacado de SP,

guando comparado com 0s grupos controles (Figura 11).

Figura 12 - Andlise do padrao de marcacao para SP na CPME.
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Imagem digital da marcacédo para SP em (A) animal naive, (B) n&o estimulado (sham) e (C)
estimulado (ECM). (D) Analise quantitativa da imunorreatividade das fibras SP-positivas na
CPME por cm?. Os dados representam a média + e.p.m. de 5 cortes de 7 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

Considerando que a estimulacdo do cortex motor ativa a PAG (PAGANO et al.,
2012) e que essa resposta € modulada principalmente pela via serotonérgica
descendente, agindo sobre neurdnios nociceptivos espinhais com a finalidade de
inibir a transmissao do estimulo nociceptivo (VIISANEN; PERTOVAARA, 2010b),
decidimos investigar o efeito da estimulacdo cortical sobre a ativacdo dos nucleos
serotonérgicos NDR e NMR, envolvidos na via analgésica descendente, e sobre os
neurdnios da CPME.

A ECM induziu um aumento no limiar nociceptivo mecanico dos animais,
guando comparado aos demais grupos controle, naive e falso-estimulado. Assim, as
condicbes absolutas para dar continuidade aos ensaios foram: a auséncia de
nocicepg¢ao nos grupos controles, animais naive e falso-estimulados, e o aumento do
limiar nociceptivo em animais submetidos & ECM.

O NDR apresenta grande heterogeneidade na sua populacdo neuronal,
incluindo grupos de neurdnios que contém 5HT, neuropeptideos como glutamato,
SP, opidides ou GABA (HAJ-DAHMANE, 2001), sendo que tal variedade néo se

restringe a inibicdo, mas também a facilitagdo nociceptiva (WANG; NAKAI, 1994).
Com relacdo a inibicdo nociceptiva, neurdnios serotonérgicos do NDR recebem
conexdes excitatorias glutamatérgicas (GUIARD et al., 2005), levando a liberacéo de
5HT diretamente na CPME ou indiretamente no NMR e no talamo (PALAZZO et al.,
2006), resultando na ativacdo da via de analgesia descendente. Ja frente a
facilitacdo nociceptiva, os neurbnios serotonérgicos do NDR também recebem
conexdes inibitérias de neurdnios GABAérgicos (NISHIKAWA; SCATTON, 1983). A
liberacdo de opidides no NDR inibe as aferéncias GABAérgicas e glutamatérgicas,
agindo no aumento do efluxo de 5HT (TAO; AUERBACH, 2005). A interagéo entre
essas diferentes populacdes neuronais tem sido proposta para a modulacdo da
nocicepcao decorrente da ativacdo do NDR (CICHEWICZ, 2004; MANZANARES et
al., 1999; WELCH, 2009).

A ECM néo alterou o padrdo de ativacdo neuronal no NDR nos animais
estimulados, quando comparados aos demais grupos controle. Considerando que a
acdo GABAérgica exerce efeito inibitdério sobre diversas popula¢cdes neuronais
envolvidas na antinocicep¢cdo no NDR, incluindo a populacdo serotonérgica

envolvida na modulacédo da via de analgesia descendente (WANG; NAKAI, 1994), e
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que a localizacdo da marcacao para Egr-1 e para 5SHT no NDR se mostraram
bastante divergentes entre si, sugerimos que a atividade neuronal vista por Egr-1
neste ndcleo pode ser retrato da atividade de diferentes populacbes de neurénios,
nao somente de neurdnios serotonérgicos.

Com relagdo a marcagcdo para 5HT no NDR, os resultados obtidos
demonstraram que a ECM induziu um aumento na marcagao desse
neurotransmissor no NDR quando comparado aos grupos controles. Esse resultado
corrobora com resultados obtidos por outros autores que demonstram aumento da
produgédo de 5HT (PALAZZO et al., 2004; 2006) e de transportadores de 5HT no
NDR de animais submetidos a estimulos nociceptivos (ROJO et al., 2012). Somando
essas evidéncias e considerando que a ECM ativa a PAG (PAGANO et al., 2012) e
gue esta possui neurdbnios que exercem atividade excitatéria constante sobre
populacées serotonérgicas da via de analgesia descendente no NDR (BAJIC;
COMMONS, 2010), podemos sugerir que a antinocicepcao resultante da
estimulacdo cortical pode ser decorrente, em parte, do aumento da producéo
serotonérgica de neurdnios do NDR.

O NMR possui neurdnios serotonérgicos e distintas populacdes de células néo-
serotonérgicas classificadas como células ON e células OFF, que exercem,
respectivamente, atividade facilitatoéria ou inibitéria em relagdo a estimulos
nociceptivos, além de células neutras, cujo papel ainda ndo esta claro na modulagéo
nociceptiva (BRINK et al., 2006). A populacdo neuronal serotonérgica do NMR tem
sido considerada primordial na via de analgesia descendente, e embora compreenda
somente cerca de 10 a 20% da populacdo do NMR, é a maior fonte de 5HT para a
CPME (MASON; GAO, 1998). Estes neurdnios serotonérgicos presentes no NMR
sdo ativados diretamente pela PAG e agem especificamente na modulagéo
nociceptiva (AUERBACH; FORNAL; JACOBS, 1985).

Em nossa analise, a ECM induziu a ativacdo neuronal do NMR, comparado
aos demais grupos controles. Dado que a estimulagcdo cortical ativa a PAG
(PAGANO et al., 2012) e que esta tem influéncia excitatéria direta nos neurdnios
serotonérgicos do NMR (BEITZ, 1982; HERMANN et al., 1997), sugerimos que a
ECM induz, indiretamente via ativacdo da PAG, um efeito excitatorio nos neurénios
serotonérgicos do NMR, resultando na inibicho dos neurdnios nociceptivos
presentes na CPME. Tais resultados coincidem com os obtidos por Viisanen e

Pertoovara (2010a), que demonstraram que o bloqueio da ativacdo do NMR, com
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administracdo de muscimol, um agonista GABAérgico, impede a analgesia induzida
pela estimulacdo cortical. Entretanto, é possivel que a ativagdo vista em nossa
analise seja originaria, além dos neurbnios serotonérgicos, das células OFF
presentes no NMR e, que quando ativadas, inibem a transmissdo nociceptiva
(HEINRICHER; BARBARO; FIELDS, 1989). Confirmando a participacdo dos
neurdnios serotonérgicos do NMR no aumento do limiar nociceptivo induzido pela
ECM, observamos um aumento na imunomarcacdo para 5HT no NMR apés
estimulacao cortical. Com isso ressaltamos que a 5HT pode estar contribuindo com
o efeito antinociceptivo induzido pela estimulagédo cortical, jA que a inibicdo dos
neurénios de projecdo nociceptivo na CPME depende desse suporte serotonérgico
(MASON, 2001).

Na CPME o aumento da marcacao dos proto-oncogenes esta associado com a
marcacgao de neurdnios nociceptivo ativados (HUNT et al., 1987). Nesse sentido, foi
demonstrado um aumento da marcagao para os proto-oncogenes c-Fos e Egr-1 em
neurénios localizados na CPME em resposta a estimulos nocivos periféricos em
ratos, como estimulacéo elétrica, quimica, térmica e modelos de inflamacao aguda e
cronica (BURITOVA; HONORE; BESSON, 1995; HERGEDEN et al., 1991; HUNT et
al., 1987; LANTERI-MINET et al., 1993). Considerando que a ativacdo da via de
analgesia descendente modula a transmissdo do estimulo nociceptivo inibindo os
neurbnios nociceptivos presentes na CPME (BASBAUM; FIELDS, 1984), fomos
investigar o padrdo de ativacdo neuronal dos neurbnios nociceptivos espinhais visto
pela marcacéo para Egr-1.

A ECM induziu inibicdo dos neurdnios nociceptivos presentes na CPME
guando comparado com 0s grupos controles. Esses resultados convergem com
outros que sugerem uma relacao direta entre antinocicepg¢éo e inibicdo da marcagao
de proto-oncogenes na CPME (GOGAS et al.,, 1991; MORGAN; CURRAN, 1989).
Ainda, esses resultados corroboram com dados obtidos por Senapati e
colaboradores (2005b), que demonstraram, por eletrofisiologia, que a estimulacao
elétrica subdural do cortex motor inibe a ativacdo de neurdnios nociceptivos na
CPME. Em adicao, esses resultados corroboram também com dados prévios obtidos
pelo nosso grupo, onde demonstramos que a ECM inibe a ativacdo de neurdnios
espinhais, visto pela marcacdo para Egr-1 e Fos, em animais com neuropatia
periférica (PAGANO et al., 2011).
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7

A CPME é o local onde a via serotonérgica do sistema de analgesia
descendente consolida a inibicdo da transmissdo do estimulo nociceptivo
proveniente da periferia (MILLAN; GIRARDON; BERVOETS, 1997). A SP presente
nos terminais das fibras de pequeno e médio calibre dos neurbnios aferentes
primarios, quando liberada frente a um estimulo nociceptivo, atua em receptores
NK1 presentes em neurdnios de projecdo, sendo um dos peptideos responsaveis
pela conducédo nociceptiva na CPME (WALLIN; SCHOTT, 2002). Levando em conta
essas evidéncias, analisamos o padrdo de marcacdo de SP na CPME dos animais
submetidos a ECM e nenhuma diferenca foi obtida em relacdo aos grupos controle.
Com esses resultados, sugerimos que a ECM induz a inibicdo do estimulo
nociceptivo na CPME, e que essa inibicdo seja provavelmente pds-sinaptica, ou
seja, via neurbnios de projecéo, ja que a liberacdo de SP dos terminais das fibras
aferentes primarias ndo exibiu nenhuma alteracao.

Os resultados obtidos mais uma vez demonstram o papel do cortex motor no
controle da resposta nociceptiva. Considerando que essa intervencao cirdrgica é
utilizada para tratamento de dor neuropética refrataria e que somente 50% dos
pacientes se beneficiam com essa técnica (FAGUNDES-PEREYRA et al., 2010;
NGUYEN et al., 2000), um melhor entendimento dos mecanismos de inibicdo do
estimulo nociceptivo por ela desencadeados podem, posteriormente, colaborar com
o0 aprimoramento dessa técnica, tornando-a mais efetiva e aumentar a sua
probabilidade de sucesso em casos em que, até entdo, ela se mostrou ineficaz.
Esse conhecimento pode também esclarecer melhor o papel de areas funcionais
envolvidas nesse efeito analgésico, possibilitando aos pacientes cujo
comprometimento € decorrente de alguma dessas areas, a associacao de farmacos

a terapia, e consequentemente, colaborar com o restabelecimento de suas funcgdes.
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6 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a ECM ativa neurdnios serotonérgicos no NDR e
no NMR, levando a inibicdo de neur6nios nociceptivos presentes na CPME, via 5HT,
consequentemente aumentando o limiar nociceptivo. Esses dados reforcam o
envolvimento do coOrtex motor na via de analgesia descendente e enfatizam a
participacdo do sistema serotonérgico no efeito antinociceptivo induzido pela

estimulacao cortical.
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