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MARTINS-PEREIRA; Renata Cristina. Neuroestimulacédo cortical e ativacdo do receptor
glutamatérgico NMDA na camada disgranular do cértex insular posterior modulam a dor
neuropética cronica, 2022. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de S&o Paulo: Ribeirdo Preto, 2022.

RESUMO

Introducdo: A estimulacdo elétrica (EECIP) do cortex insular disgranular
posterior (CIP) tem sido investigada como um novo alvo cortical para terapias néo-
farmacoldgicas em pacientes com dor crénica (DC) e neuropatica (DN). Obijetivo:
Investigar as bases neurais e neuroguimicas da antinocicepcdo induzida pela
neuroestimulacdo do CIP assim como 0s mecanismos glutamatérgicos via ativacdo dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) apds a EECIP em animais neuropaticos.
Métodos: Ratos Wistar machos foram submetidos aos testes de von Frey e acetona para
avaliacdo da alodinia mecénica e ao frio, respectivamente, apds 21 dias de lesdo por
constricdo crénica (CCIl) do nervo isquiatico ou do grupo Sham (“falso operado™). O
neurotracador bidirecional BDA (3.000) fluorescente (cascade blue; BDA-CB) ou ndo-
fluorescente (BDA) foi microinjetado no CIP. A EECIP foi realizada em baixa frequéncia
(20 pA, 100 Hz) por 15s através do equipamento de estimulacdo cerebral profunda
(DBS). O efeito do bloqueio dos receptores NMDA no CIP com a microinje¢cdo do
antagonista seletivo LY235959 (em 2, 4 e 8 nmol/200nL), seguido de EECIP, foi
investigado. Resultados: Foram encontradas projeces do CIP para o nucleo reticular
pontino caudal (PnC), nacleo reticular parvicelular (PCRtA), area tegmental dorsomedial
(DMTQg) e cortex somatossensorial secundério (S2). EECIP causou analgesia, diminuindo
tanto a alodinia mecénica quanto a alodinia ao frio em ratos com DN cronica. O bloqueio

dos receptores NMDA no CIP com LY235959 na maior concentracdo (a 8 nmol) atenuou



a antinocicepcao produzida pela EECIP. Conclusdo: As projecfes neuroanatdmicas dos
nucleos reticulares pontinos e Sz podem contribuir para a sinalizagdo da DC e DN. EECIP
na camada disgranular atenua a DN cronica, e o sistema glutamatérgico via ativacdo do
receptor do tipo NMDA no CIP disgranular pode estar envolvido na antinocicep¢édo

induzida pela EECIP em roedores com dor cronica de origem neuropatica.

Palavras-chave: Cortex insular posterior; estimulacdo cortical; receptores

glutamatérgicos NMDA; constri¢do crdnica do nervo isquiatico; dor neuropatica crénica



MARTINS-PEREIRA; Renata Cristina. Cortical neurostimulation and NMDA
glutamatergic receptor-activation in the dysgranular layer of the posterior insular cortex
modulate chronic neuropathic pain, 2022. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo: Ribeiréo Preto, 2022.

ABSTRACT

Background and aims: Posterior dysgranular insular cortex (PIC) stimulation
(PICS) has been investigated as a new putative cortical target for non-pharmacological
therapies in patients with chronic and neuropathic pain (NP). This work investigates the
neural bases of insula neurostimulation-induced antinociception and glutamatergic
neurochemical mechanisms recruited by the PICS in neuropathic animals. Methods: Male
Wistar rats were submitted to the von Frey and acetone tests to assess mechanical and
cold allodynia after 21 days of chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve or
Sham-procedure (“false operated”). The fluorescent bidirectional BDA (3000)
neurotracer (cascade blue: BDA-CB) or non-fluorescent (BDA) was microinjected into
the CIP. The electrical (e) PICS was performed at low frequency (20 pA, 100 Hz) for 15s
by a deep brain stimulation (DBS) device. The effect of PIC N-methyl-D-aspartate
receptors (NMDAr) blockade with the selective antagonist LY235959 (at 2, 4 and 8
nmol/200nL) followed by PICS, was investigated in CCI rats. Results: PIC sends
projections to the caudal pontine reticular nucleus (PnC), parvicellular reticular nucleus
(PCRtA), dorsomedial tegmental area (DMTg) and S,. PICS decreased both mechanical
and cold allodynia in rats with chronic NP. Blockade of NMDA receptors in the PIC with
LY235959 at 8 nmol attenuated PICS-produced antinociception. Conclusion:
Neuroanatomical projections from pontine reticular nuclei and S, may contribute to

chronic NP signalling. PICS attenuates the chronic NP, and the NMDA glutamatergic



system into the PIC may be involved in PICS-induced antinociception in rodents with NP

conditions.

Keywords: Posterior insular cortex; cortical stimulation; NMDA glutamatergic receptors;

chronic constriction injury; chronic neuropathic pain
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FIGURA 1 - (A): Esquema representativo do cortex insular (CI) humano e suas divisdes
anteriores (CIA) e posteriors (CIP) separadas pelo sulco central. msg e psg: giro pequeno
anterior (ASG), giro pequeno médio (MSG) e giro pequeno posterior (PSG); giro longo
anterior (ALG) e giro longo posterior (PLG); sulco insular central (CIS) (Tdre e cols.,
1999). (B e C): Cituarquitetura do cortex insular posterior (CIP) com as subdivisdes
granular (1g1) e (1g2) e disgranular (Id1) (Kurth e cols., 2010a). (D): Citoarquitetura do
Cl em ratos com as subdivisbes granular da insula (lg), disgranular da insula (Id) e
agranular da insula (la) em corte coronal em A (anterior) e em B (posterior) (Cecheto e
Saper, 1987). (E, F, G): Citoarquitetura das subdivisdes (Igl, 1g2 e ld1) baseada na
granularidade em camadas celulares de Meynert (Kurth e cols.,, 2010a CIP vem se
apresentando como uma area de grande interesse para as pesquisas, pois participa das
caracteristicas somatossensoriais da dor e recebe projecdes aferentes nociceptivas e
termoceptivas do nucleo ventral posterior inferior e do ndcleo ventromedial posterior do
tdlamo e nucleos do complexo posterior VMPo, 0s quais recebem aporte de neurbnios
espinotalamicos da lamina | e V (CRAIG et al, 1994). Mais de 40% das entradas
espinotalamicas se concentram no CIP granular/disgranular, além de estar intimamente
conectada com o opérculo medial, tornando-as uma area chave da rede para a percepcao
da dOr (CRAIG, 2003) ....overieieiieieieeie ettt sttt sttt ebe et et e e ees e 36

FIGURA 2. Sinalizacdo da neurotransmissdo glutamatérgico evidenciando a sintese de
glutamato e ciclo entre neurdnio e célula da glia. A acdo do glutamato liberado na fenda
sinaptica € limitada pela recaptacdo através de transportadores especificos em neurdnios e
células glias adjacentes. No terminal pré-sinaptico, a glutamina liberada por células gliais
é recaptada pelos neurdnios e convertida em glutamato. O glutamato é transportado para
dentro das células através de transportadores de aminoacidos excitatorios (TAES) e
armazenado em vesiculas portransportadores vesiculares de glutamato (TVGIu). Fonte:
Adaptado de Ruggiero € ColS., 2011.......cccooiiiiiiiiiie e et ettt s s 41

FIGURA 3 - Representacao ilustrativa do modelo de Injdria por Constricdo Cronica do

Nervo Isquiatico (CCI) proposto por Bennett e Xie (1988) com quatro ligaduras no nervo
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isquiatico. Figura retirada de Joachim Scholz e cols., 2008. Nota bene: no presente
projeto, realizamos apenas uma ligadura no nervo isquiatico dos roedores. Esta proposta
foi adaptada em nosso grupo de pesquisa (vide Medeiros e cols., 2019a, b; 2020a, b, c, d;
2021; Negrini-Ferrari e cols., 2021; Malvestio e cols., 2021)........cccccvrvriiienieninniienieennn 45

FIGURA 4 - Teste de von Frey, aferindo a alodinia mecénica com o filamento de von
Frey em animais com ou sem dor neuropdtica cronica 21 dias apds a CCl ou Sham.
Fonte:  Laboratdrio de Neurociéncias da Dor & Emogdes. FMRP-

FIGURA 5 - Teste de acetona, aferindo a alodinia ao frio com a aplicagdo de 20 pL de
acetona, nas patas direita e esquerda traseira dos animais, submetidos a cirurgia de CCI

ou Sham. Fonte: Laboratério de Neurociéncias da Dor & Emocbes. FMRP-

FIGURA 6 — Representacdo esquematica da sequéncia temporal dos experimentos
envolvendo a neuroestimulacdo elétrica da camada disgranular do CIP por meio do

equipamento deep brain stimulation (DBS) em ratos com ou sem DNC.............c.ccuee....e. 54

FIGURA 7 — Representacdo esquematica da sequéncia temporal dos procedimentos
experimentais envolvendo o bloqueio do receptor do tipo NMDA no CIP, por meio da
microinjecdo do antagonista LY 235959, seguida da neuroestimulacdo do CIP, avaliando-
SE A DINC . ..ttt aa e aeenneas 55

FIGURA 8 — Fotomicrografias de sec¢bes coronais do CIP disgranular de ratos Wistar.
Sitios localizados no CIP na divisdo disgranular. A: 500 um, B: 100 pum e conexao
ipsilateral com S em C: 50 pm. (A) Representacdo diagramatica de uma se¢édo
transversal, mostrando confirmacdo do local de microinjecdo (* n=1) de biodextrana
(BDA 3.000) conjugado com cascade blue, um marcador neuronial bidirecional
fluorescente, no CIP disgranular representado em um desenho modificado do cérebro de
rato de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2005). (B) Microinjecdo mostrando um
local representativo de BDA (5X) em CIP disgranular com corpos celulares marcados
(seta branca). (C) Fotomicrografia de uma sec¢do coronal representando o coértex
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somatossensorial secundario (S2) de um rato Wistar evidenciando conexdes neurais entre

neurdnios do CIP disgranular @ d0 So........cccveeieiiiiniiseee e 58

FIGURA 9 — Fotomicrografias de cortes transversais do cortex insular posterior (CIP)
disgranular de ratos Wistar. (A) Representacdo diagramatica de uma seccdo transversal,
mostrando a confirmacéo histoldgica do local de microinjecdo (circulo preto n = 4) de
biodextrana (BDA) néo-fluorescente, um tracador bidirecional, de peso molecular 3000,
no CIP disgranular representado em um desenho modificado do cérebro de rato de acordo
com o atlds de Paxinos e Watson (2005). (B) Local representativo do sitio da
microinjecdo de BDA no CIP disgranular (seta preta). (C e D) Fotomicrografia de sec¢éo
coronal representativa de nucleos pontinos de rato Wistar mostrando conexfes neurais
entre neurdnios do CIP disgranular e o nucleo reticular pontino caudal (PnC): fibras
axonais (ponta de seta preta); botbes terminais (ponta de seta aberta) e corpos celulares
(seta preta). (E e F) Fotomicrografia representativa de corte transversal do parte alfa do
nacleo retircular parvicelular (PCRtA): corpos celulares (seta preta) e fibras axonais
(ponta de seta preta). (G) Fotomicrografias representativas de cortes transversais da area
tegmental dorsomedial (DMTg) com fibras axonais (ponta de seta preta) e corpos

celulares (seta preta), que se conectam com o CIP disgranular. .............ccccoevvveveevecnnne. 60

FIGURA 10 — Fotomicrografias de cortes transversais do cortex insular posterior (CIP)
disgranular de ratos Wistar. (A) Representacdo diagramatica de uma sec¢do transversal,
mostrando a confirmacdo histologica do local de receptores NMDA positivos para 0s
anticorpos primario Anti-NMDARZ1, Rabbit polyclonal e secundario Alexa Fluor 594
conjugate — Goat anti-Mouse IgG (H+L) no CIP disgranular representado em um
anagrama modificado do cérebro de rato de acordo com o atlas de Paxinos e Watson
(2005). (B) Fotomicrografia 20X e (C) 40X de seccdo coronal representativa com a
presenca de receptores NMDA ao redor de corpos celulares em DAPI (seta branca) e
corpos celulares marcados com DAPI sem a presenca de receptores NMDA (ponta de seta
0] =T a [0 ) PP RUPSPRPSR 61

FIGURA 11 - Representacdo dos sitios de neuroestimulacdo elétrica na regido
disgranular do CIP, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2005). A: Representacéo

e confirmagdo histologica (hematoxilina-eosina) da posi¢do do eletrodo de estimulacéo
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no CIP disgranular. B: Representacdes esquematicas de sitios de estimulacdo elétrica
histologicamente identificados (o) EECIP a 0 uA/15 s (Sham), (e) EECIP a 20 pA/15 s
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animais com dor neuropatica cronica (DNC)........cceveieiiiiininiieieierese e 63
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com (20 pA/15 s) e sem estimulacdo (0 pA/15 s). Houve diminuicdo da dor neuropatica
(aumentando o limiar) no primeiro tempo imediatamente ap6s a EECIP. LB1: linha de
base 1, antes dos procedimentos; Seta A: cirurgia de CCI ou Sham; LB2: linha de base 2,
apos 21 dias da CCI ou Sham; Seta B: ap6s a LB2, EECIP dos animais seguido do teste

de von Frey realizada até 20 MINULOS...........c.eiieieiieeie et 65
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animais CCIl sem EECIP e com EECIP. LB1: linha de base 1, antes dos procedimentos;
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FIGURA 14 - Representacdo dos resultados do teste de campo aberto para avaliar o
comportamento exploratorio e locomotor (A) em uma arena circular entre animais sham e
CCI (cruzamentos e levantamentos) com (20 pA/15 s) ou sem (0 HA/15 s) a estimulagédo
elétrica do CIP, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Em (B
e C) representacdo dos resultados do teste de campo aberto para avaliar o tempo de
permanéncia no centro da arena e na periferia em animais CCIl e Sham com e sem

estimulacdo elétrica do CIP diSgranular.............ccocveveiiiiiinieeieeee e 69
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(DNC) (o) LY235959 2 nmol CIP + EECIP a 20 uA/15 s (CClI), (e) LY235959 4 nmol
CIP + EECIP a 20 pA/15 s (CCl), (o) Veiculo CIP + EECIP a 20 pA/15 s (CCl), (m)
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Seta B: ap6s a LB2, foi realizada a microinjecdo de LY235959 ou veiculo, seguido por

EECIP e o teste de von Frey foi realizado até 20 minutos............ccccevverereresinsesece e 79

FIGURA 20- Efeito da estimulacdo elétrica do cortex insular disgranular (EECIP) e do
bloqueio dos receptores NMDA + EECIP na alodinia mecénica e térmica sobre a DN
cronica induzida por CCI do nervo isquidtico. A: linhas de base dos testes de von Frey e
Acetona e cirurgia de lesdo por constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI) ou do
procedimento Sham (“falso operado”). B: EECIP foi realizado a 20 pA, 100 Hz durante
15s por meio do dispositivo de estimulacdo encefalica profunda (DBS) apds 21 dias de
CCI. C: O bloqueio de receptores NMDA foi realizado através da microinjecdo de
LY235959 no CIP apo6s 21 dias de CCI, seguido entdo pela EECIP; D: ProjecGes
neuroanatomicas do CIP para os nucleos pontinos (PnC, PCRtA e DMTQ) e para 0 S2
gquem podem contribuir para o processo de sinalizacdo da DN cronica. A EECIP atenua a

DN crbnica, e o sistema glutamatérgico NMDA no CIP pode estar envolvido na
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elaboracdo da antinocicepcdo induzida pela EECIP em roedores com dor neuropatica e

cronica. E: Marcacéo de receptores do tipo NMDA no CIP disgranular..............c............ 90
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ug - micrograma

uL - microlitro

um — micrémetro

BDA - biodextrana

CCA - cortex cingulado anterior

CCI - injuaria por constri¢do crénica do nervo isquiatico

CPF - cortex pré-frontal

Cl — cortex insular

CIP - cértex insular posterior

DAPI - sigla em inglés, diamidinophenylindol
DAB - diaminobenzidine “sigla em inglés”
DC - dor cronica

DMTg - area tegmental dorsomedial

DN - dor neuropatica

DNC — dor neuropatica cronica

EECIP - estimulacao elétrica do cortex insular
GABA - acido gama-aminobutirico

HE — eosina e hematoxilina

PPTg - nucleo tegmental pedunculopontino
LTP - potenciacédo de longo prazo

Min - minutos

N - nimero de animais por grupo

NMDA - N-metil D-Aspartato

NMgR - nucleo magno da rafe
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NMOL - nanomol

PCRtA - nucleo reticular parvicelular (parte alfa)

PnC - nucleo reticular pontino caudal

S - segundos

S1 - cortex somatossensorial primario

Sz - cortex somatossensorial secundario

IASP - sigla em inglés, International Association of the Study of Pain
OMS - organizacdo mundial de saude

VPI — ventral postero-inferior

PUA - pulvinar anterior

VPM — ventro pdstero medial

VMPo - porcéo posterior do ndcleo ventro medial
CGRP - peptideo relacionado ao gene calcitonina
ECM - estimulacéo elétrica do crtex motor
ECML1 - estimulacéo elétrica do cortex motor primario
IA - insula agranular

ID - insula disgranular

IG - insula granular

Ig1 - insula granular

Ig2 - insula granular

Id1 - insula disgranular

CIA - cortex insular anterior

Cogl - cortex cingulado

CCA — cortex cingulado anterior

PMv — cértex pré motor ventral
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CEUA - Comité de Etica no Uso de Animais

IM — intramuscular

NDR - nucleo dorsal da rafe

RMTf - ressonancia magnética funcional

CIGC - sigla em inglés “granular caudal insular cértex”
Cpu - caudate—putamen

IPAC - sigla em inglés, interstitial nucleus of the posterior limb of the anterior
commissure

TMS - sigla em inglés transcranial magnetic stimulation
SCP - substéncia cinzenta periaquedutal

SNC - sistema nervoso central

CDME - corno dorsal da medula espinal

ACC - cértex cingulado anterior “sigla em inglés”

LC - locus ceruleus

DBS - sigla em inglés, deep brain stimulation

CM - cortex motor

SCPdm - substéncia cinzenta periaquedutal dorso-medial
TAAE - transportadores de aminoacidos excitatorios
iGIuRs - receptores ionotropicos

mMGIuRs - receptores metabotrépicos

NMDA - N-metil-D-aspartato

AMPA - 4cido-amino- 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propi6nico

KA - cainato
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GLOSSARIO DE TERMOS USADOS NO ESTUDO DA DOR NEUROPATICA (IASP,

2014)

o Alodinia: dor devido a um estimulo que normalmente n&o provoca dor.

o Analgesia: auséncia de dor em resposta a estimulacdo que normalmente seria
dolorosa.

o Autotomia: termo usado para descrever uma forma de automutilacdo que pode
resultar no aparecimento de feridas ou na amputacdo dos digitos.

o Causalgia: sindrome de dor ardente sustentada, alodinia e hiperpatia ap6s uma
lesdo traumdtica do nervo, muitas vezes combinada com disfuncdo vasomotora e
sudomotora e alteracdes troficas posteriores.

o Desaferentacdo: perda de fibras nervosas sensoriais que normalmente conduzem
informacdes sensoriais dos tecidos periféricos para a medula espinal.

o Disestesia: sensacdo anormal desagradavel, sendo espontanea ou provocada.

o Dor: uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tais danos.

o Dor por desaferentagdo: dor iniciada ou causada por uma lesdo priméaria do
sistema nervoso central ou periférico.

o Dor neuropatica: dor causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso
somatossensorial.

o Dor neuropatica central: dor causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso
somatossensorial central.

o Dor neuropatica periférica: dor causada por uma lesdo ou doenga do sistema

nervoso somatossensorial periférico.
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o Dor nociceptiva: dor decorrente de dano real ou potencial ao tecido nédo-neural

devido & ativacéo de nociceptores.

. Estimulo nocivo: um estimulo que é danoso para o tecido normal.
o Hiperalgesia: aumento da dor de um estimulo que normalmente provoca dor.
o Hipoalgesia: sensacdo dolorosa diminuida em resposta a um estimulo

normalmente doloroso.

o Limiar de dor: intensidade minima de um estimulo que € percebido como
doloroso.
o Neuropatia: distarbio da funcdo ou mudanca patolégica de um nervo.

Acometimento de um nervo: mononeuropatia; acometimento de VArios nervos:
multiplexacdo mononeuropatia. Se difusa e bilateral: polineuropatia.

o Nocicepcao: processo neural de codificacdo de estimulos nocivos.

o Neurdnio nociceptivo ou fibra aferente primaria: neurdnio central ou periférico do
sistema nervoso somatossensorial que é capaz de codificar estimulos nocivos.

o Nociceptor: um receptor sensorial de alto limiar do sistema nervoso
somatossensorial periférico que é capaz de transduzir e codificar estimulos nocivos.

o Sensibilizacdo: aumento da capacidade de resposta dos neurdnios nociceptivos
para sua entrada normal e/ou recrutamento de uma resposta para entradas normalmente
sublimitrofes.

o Sensibilizacdo central: maior capacidade de resposta dos neurénios nociceptivos
no sistema nervoso central a sua entrada aferente normal ou sublimiar.

o Sensibilizacdo periférica: maior capacidade de resposta e limiar reduzido de

neurdnios nociceptivos na periferia para a estimulacao de seus campos receptivos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e processamento fisiopatoldgico da dor

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International
Association of the Study of Pain — IASP, sigla em inglés), em sua mais nova definicao
traduzida para o portugués, a dor é uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel,
associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial
(DESANTANA e cols., 2020). A dor cronica (DC) pode ser definida como uma condic¢édo
de salde multidimensional, persistente por mais de 6 meses, embora estd mais
relacionada com a sensibilizacdo do sistema nervoso central e periférico do que em
relacdo ao tempo de duracdo propriamente dito (MERSKEY, BOGDUK; 2012).

Considerada como uma crise de satde devido a alta prevaléncia e a incapacidade
fisica e emocional associadas, a DC se apresenta mais prevalente entre mulheres com
idade mais avancada. A incidéncia da DC em adultos com idades entre 18 e 25 anos é de
aproximadamente 14% contra 62% entre aqueles acima de 75 anos. Estima-se que a DC
seja uma das principais causas de incapacidade em muitas regides do mundo, em paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, podendo inibir a capacidade das pessoas de
realizar atividades laborais e cotidianas, além de prejudicar sua mobilidade (TURNER,
FRANKLIN, FULTON-KEHOE, 2004; SANTOS, SOUSA, ANTES e cols., 2015;
FAYAZ, 2016).

No Brasil, de acordo com um estudo realizado por de Souza e colaboradores
(2017), a prevaléncia de DC foi de 39%, com média de idade de 41 anos e predominancia
feminina de 56%. Esta prevaléncia é alta em comparacdo com as expectativas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), entretanto, equivale a de paises desenvolvidos

com alta prevaléncia de DC.
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No processamento fisiopatoldgico da dor, sinais nociceptivos sao transmitidos da
periferia por neurdnios sensoriais (aferentes sensoriais de primeira ordem ou fibra
aferente primaria) e estes evocam atividade nas terminagdes nervosas livres (quimicos,
térmicos e mecanicos) agrupados em canais ionicos. A transducdo do estimulo nocivo
externo é iniciada com a despolarizacdo da membrana, onde os potenciais de acdo serdo
conduzidos pelas fibras C e Ad. Esses neurbnios aferentes primarios se conectam com
interneurdnios de segunda ordem, e 0s axonios desses neurdnios de projecdo decussam no
nivel da medula espinal unindo as fibras ascendentes do sistema anterolateral que por sua
vez, projetam-se através do trato espinotalamico para o tronco encefalico e para os
nucleos taldmicos, transferindo informacfes sobre a intensidade e a duragdo dos
estimulos nocivos periféricos (GRACE e cols., 2014).

No talamo lateral, os aferentes do trato espinotaldmico atingem principalmente o
complexo posterior, incluindo os nucleos ventral postero inferior (VPI), pulvinar anterior
(PUA), nucleos suprageniculados posteriores e ndcleos do sistema lateral e medial o
ventro postero lateral (VPL) e ventro postero medial (VPM) (JESSEL, KELLY, 1991).
Além disso, ha descri¢bes de projecdes espinotalamicas que se conectam com a por¢édo
posterior do nucleo ventral medial do talamo (VMPo), o qual é considerado como um
relé relacionado a dor e a sensacdo de temperatura em humanos (BLOMQVIST e cols.,
2000; MONTES et., 2005). Os neurdnios de terceira ordem, entdo, projetam-se para areas
corticais como cortex somatossensorial Si que codificam os sinais de dor, temperatura e
pressdo e sdo responsaveis pelos aspectos sensitivo-discriminativos dando inicio ao
caminho de percepgéo da dor. Outras &reas ainda participam das caracteristicas sensitivo-
discriminativas da dor como a insula e o0 Sz (GRACE e cols., 2014).

Diversos estudos identificaram ainda regides do encefalo como cortex cingulado

anterior (CCA,) cortex pré-frontal (CPF), cortex insular (CI), complexo amigdaldide,
27



tdlamo, cerebelo, area tegmentar ventral e o nucleo accumbens que sdo ativadas por
estimulos nocivos (LEKNES, 2008; BUSHNEL, 2013) e que fornecem substratos neurais
e neuroquimicos, pelo quais, aspectos emocionais, cognitivos e motivacionais podem
alterar a sensacdo ou a experiéncia dolorosa (OSSIPOV, MORIMURA e PORRECA

2014).

1.2 Dor neuropatica

A Dor Neuropatica (DN) esta entre as diversas condi¢cdes de saude que afetam a
sociedade e a qualidade de vida de pacientes, sobrecarregando os sistemas de salde. Se
apresenta como uma condicdo cronica altamente significativa e prevalente na populacdo
adulta e sua cronificacdo afeta cerca de 20% (JAMES e cols., 2018). De acordo com as
IASP, a DN é definida como “dor que aparece como consequéncia direta de lesdo ou
doenca que afeta o sistema nervoso” (TREEDE, 2008). A DN caracteriza-se por uma
doenca do sistema nervosa somatossensorial central ou periférico, estando associada a
dor persistente, a dor paroxistica espontanea ou evocada, como a alodinia (condicdo em
que estimulos normalmente indcuos sdo percebidos como nociceptivo) e a hiperalgesia
(aumento da sensibilidade a estimulos nocivos) (MERSKEY; BOGDUK, 1994). Além
desta classificacdo, em que as caracteristicas da DN sdo claramente distintas da dor
nociceptiva, um novo conceito de dor mista, vem sendo reconhecido como um grupo
adicional de distarbios da dor, denominado como “dor nociplastica” (FREYNHAGEN e
cols., 2019).

A DN de origem periférica, como consequéncia direta de uma lesdo no nervo,
produz resposta inflamatoria e degeneragdo walleriana causando hiperemia e inchaco,
através da liberacdo de macrdfagos e células e Schwann. Além disso, ha liberacdo de

mediadores vasoativos, como peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP),
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substancia P, bradicininas, prostaglandina e 6xido nitrico (SCHOLZ & WOOLF, 2007)
causando sensibilizacdo periférica. Diante de uma lesdo persistente ou uma sinalizacéo
sensorial alterada, como consequéncia direta do aumento de ativacdo e
hiperexcitabilidade dos nociceptores, ocorre a liberagdo de uma variedade de
neurotransmissores (glutamato, substancia P e ATP) em terminais nervosos centrais. A
liberacdo desses neurotransmissores leva ao aumento da atividade de moléculas
sinalizadoras que alteram a expressdo de genes, resultando em mudanc¢as neuroquimicas
na medula espinal. A amplificacdo dos sinais dolorosos facilitam a transmissdo do sinais
nociceptivos causando hiperalgesia secundaria (BASBAUM e cols., 2009).

Normalmente, interneurénios inibitorios atuam para diminuir a excitabilidade
neuronial e modulam a transmiss@o nociceptiva, todavia, perante uma leséo, esta inibicéo
pode ser perdida. Adicionalmente, a desinibicdo pode permitir que fibras AP participem
da circuitaria nociceptiva, onde estimulos indcuos passam a ser percebidos como
dolorosos, juntamente com a liberacdo de ATP que estimulam células gliais resultando na
liberacdo de BDNF. Estas promovem o aumento na excitabilidade neuronial e aumentam
as respostas aos estimulos nécuos (hiperalgesia) e indcuos (alodinia) (BASBAUM e cols.,
2009). Todos esses fatores contribuem para mudancgas nos segmentos espinais causando
sensibilizacdo central no corno posterior da medula espinal (CDME) e em segmentos
supraespinais no encéfalo (SIDDALL & COUSINS, 1997, BRIDGES e cols., 2001).

A DN ativa as fibras mecanorreceptivas Af normalmente envolvidas com
estimulos ndo dolorosos, mas que enviam impulsos ectopicos exagerados para a medula
espinal, contribuindo assim, para a amplificacdo da dor espontanea, hiperalgesia e
alodinia (SCHAIBLE & RICHTER, 2004). Ha também o envolvimento das fibras C

produzindo descargas em queimagcéo e as fibras Ag, causando parestesias (AMIR, 2002).
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Vérias organizacdes profissionais tentam produzir diretrizes de préatica clinica para
o tratamento da DN com opioides, anticonvulsivantes, antidepressivos, antagonistas de
NMDA e anti-inflamatorios n&o-esterdidais, porém, por questdes metodoldgicas e
conceituais sua aplicabilidade torna-se limitada ocasionando baixa eficacia no alivio da
dor e consequentemente ma qualidade de vida das pessoas (CRUCCU; TRUNI, 2017).
Enquanto em muitos casos essas terapias sdo suficientes para o controle da dor, 40% dos
pacientes tornam-se resistentes e permanecem sintomaticos (HANSSON e cols., 2009).
Sendo assim, o presente trabalho pretende contribuir na proposicao de uma possivel area

do cortex que pode ser alvo de neuroestimulagdo em modelos animais de DN.

1.3 Vias descendentes inibitdrias e facilitatérias e a modulacdo enddgena da
dor

Ao longo dos ultimos anos, inumeros estudos trazem a ativacdo do mesencéfalo e
sitios medulares exercendo controle bidirecional sobre a nocicepcdo. A supressdo da dor
se da pela ativacdo do sistema descendente de modulacdo da dor e pode ser mediada por
dois importantes sistemas: (1) via substancia cinzenta periaquedutal (SCP), que recebe
informacdes dos centros superiores e exerce um importante efeito analgésico (2) e via
medula rostroventral medial (RVM), que pode facilitar ou inibir as entradas nociceptivas
na medula espinal. Sendo assim, ocorre a ativacao do sistema descendente facilitatorio da
dor através da ativacdo do nucleo magno da rafe (NMgR) (KWON, 2014; OSSIPQV,
MORIMURA e PORRECA, 2014).

H4& evidéncias na literatura que a SCP, através de estudo de estimulacdo elétrica
tanto em animais (REYNOLDS, 1969; JIANG, 2014) quanto em humanos
(HOSOBUCHI, 1977), estd envolvida com modulacdo inibitéria das entradas

nociceptivas mediada por opiddes. Esta regido mesencefalica recebe aferéncias de
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diversas areas corticais e somestésicas. De fato, 0 CCA, uma importante area envolvida
nos aspectos emocionais da dor, pode ser modulado devido ativacdo da SCP (PETROVIK
e cols., 2002).

A SCP apresenta conexdes bidirecionais com o complexo amigdaloide, envolvido
no medo inato e condicionado, e também, recebe aferéncias ascendentes oriundas do
nucleo parabraquial e do corno dorsal da medulla espinal (CDME) (GAURIAU e
BERNARD, 2002). Freitas e colaboradores (2005), através de um estudo neuroanatdbmico
funcional, mostrou conexdes neurais entre o teto mesencefalico e nucleos do sistema
inibitério da dor, evidenciando assim, a interligacdo entre os nacleos do coliculo superior,
coliculo inferior com a coluna dorsal da SCP. Também foi mostrado conexdes entre o
coliculo inferior e SCP com o nucleo dorsal da rafe (NDR) e locus coeruleus (LC), que
sdo susbstratos neurais responsaveis pela elaboracdo da analgesia (FREITAS e cols.,
2005).

Estudos revelam que a SCP envia projecdes para ndcleos pontinos contendo
neurotransmissores noradrenérgicos incluindo o LC que é um importante nicleo de saida
do sistema enddgeno envolvido com analgesia (FREITAS e cols., 2005; de Freitas e cols.,
2013) e a RVM participa nesta conexdo inibindo as entradas nociceptivas ao nivel do
corno dorsal da medula espinal através da liberacdo de noradrenalina e serotonina (GAO,
KIM e MASON, 1997; BAJIC e PROUDFIT, 1999; ODEH e ANTAL, 2001). Além
disso, outros estudos apontam para a participacdo de neurotransmissores colinérgicos
muscarinicos e nicotinicos no hipocampo dorsal e serotoninérgicos todos envolvidos com
antinocicepcdo em ndcleos meséncefalicos como SCPdm, SCPvl, NDR e LC (de
FREITAS e cols., 2013 e 2016).

Assim como as eferéncias da SCP, 0 RMV ¢ considerado como o ultimo relé

comum na modulacdo descendente. O RVM também apresenta projecGes neurais
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envolvidos na facilitacdo ou inibicdo das entradas nociceptivas. Vias oriundas da SCP ou
RVM se projetam para 0 CDME, e se comunicam com neurdnios e interneurénios do
sistema descendente e vias ascendentes. As vias entre a SCP/RVM possuem células “On
e Off” capazes de produzir mecanismos neurais que modulam facilitando ou inibindo a
dor, através das suas projecdes descendentes para 0 CDME (OSSIPOV, MORIMURA e
PORRECA, 2014).

Portanto, mecanismos que amplificam a dor podem estar envolvidos com a
cronificacdo da dor e relacionadas ao desenvolvimento e manutencdo da sensibilizacdo
central (espinal e cortical) através da ativacdo das vias descendentes facilitatorias da dor

(LOVICK, 2008; FENTON, 2015).

1.4 Estimulacao elétrica encefalica e cortical

Diante das alteracdes nociplasticas do sistema nervoso periférico e central, e
considerando a refratariedade com o tratamento farmacol6gico em condicdes de DC e
DN, a neuromodulacdo se torna uma alternativa terapéutica para o tratamento tanto da
DC e DN. A neuromodulacdo, relacionada a estimulacdo encefalica ou cortical tém
obtido grandes avancos e atencdo por sua eficacia no tratamento de varias sindromes
dolorosas desde a década de 90, (TSUBOKAWA e cols., 1991; GARCIA-LARREA e
cols., 1999; NGUYEN e cols., 1999).

Também, foi demonstrado que a estimulacdo elétrica do cortex motor (ECM)
induziu antinocicep¢do em ratos naive, devido inibicdo de ndcleos taldmicos e a
desinibicéo da SCP, sendo esse efeito mediado pelo nucleo ventral postero-medial (VPM)
de ratos com constri¢do cronica (CCI) do nervo isquidtico (PAGANO e cols., 2011). Em
adicdo, nosso grupo de pesquisa, demonstrou que a neuroestimulacdo elétrica do cortex

motor priméario (ECMy) atenuou a alodinia ao frio em ratos com DNC, 21 dias ap6s a CCl
32



(MEDEIROS e cols., 2019). Embora a ECM seja um método potencialmente eficaz no
tratamento da dor em pacientes, e seu alivio é geralmente parcial em longo prazo em
cerca de 50% dos pacientes com DN refrataria, tornando necessaria a busca de novos
alvos corticais seguros e eficazes para o tratamento destes pacientes (; FONTAINE, 2009;
ANDRE-OBADIA e cols., 2014).

No que diz respeito as demais técnicas de estimulacdo invasiva para atenuar a DC,
sdo apresentadas a estimulacdo do nervo occipital, estimulacdo do nervo vago,
estimulacdo da medula espinal e estimulacdo encefalico profunda. O modo de acdo de
todas essas técnicas é apenas parcialmente compreendido, mas pode ser muito diferente
de uma técnica para outra. A selecdo de pacientes ainda é um desafio. Diretrizes recentes
baseadas em consenso para a pratica clinica sdo apresentadas quando disponiveis.
(MOISET e cols., 2020; KNOTKOVA e cols., 2021). Diante disso, a pesquisa pré-clinica
se faz necessaria, e o0 presente projeto propGe avaliar a envolvimento do CIP como

possivel alvo neural acerca dos procedimentos para producdo de analgesia.

1.5 Cértex insular: citoarquitetura, conectividade e funcionalidade

O cortex insular (CI) € uma porcédo do cortex cerebral oculta pelo opérculo frontal
e temporal, que apesar do seu envolvimento em mudltiplos tipos de processamento de
informacdo, a contribuicdo desta regido para a modulacdo da dor através da entrada de
estimulos down-top ou top-down ndo esté esclarecida (MORIARTY, MCGUIRE e FINN,
2011).

Diversos estudos tem ampliado o papel neurofisiopatoldgico da insula como uma
area somatossensorial, uma area sensorial multifacetada e um componente do cortex de
integracdo ao sistema limbico das emocdes (CRAIG, 2002; BAMIOU e cols., 2003;

GARCIA-LARREA, 2012; MAFFEI e cols., 2012, BERMUDEZ-RATTONI, 2014).
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Na insula, foi evidenciado uma conectividade funcional entre a regido posterior-
dorsal para a regido antero-basal, com associacdo cada vez mais forte com areas
responsaveis pelos aspectos cognitivos e emocionais, implicadas também, nos processos
sensoriais e motores. Esta caracteristica conectiva, torna a insula fundamental em todas as
dimensdes da dor que formam a experiéncia consciente da dor (sensorio-discriminativo,
afetivo-emocional e cognitivo-avaliativo) (CAUDA e cols., 2011; KELLY e cols., 2012).

Em revisdes sistematicas da literatura, a ativacdo da insula é quase sempre
observada em estudos de imageamento em humanos saudaveis, em modelos de dor
experimental, e em pacientes com dor (PEYRON e cols., 2000; APKARIAN e cols.,
2005).

Anatomicamente, e com base em sua citoarquitetura em humanos, o CI é dividido
em duas zonas pelo sulco insular central e estabelece um limite entre as se¢des insulares
ventral-anterior e dorsal-posterior. Enquanto a insula anterior é composta por trés giros
curtos principais (anterior, médio e posterior) e mais raramente de giros acessorios, a
insula posterior compreende dois giros longos (anterior e posterior), as vezes
incompletamente separados (TURE e cols., 1999) (Figura 1 A).

A insula também pode ser subdividida com base em sua granularidade em trés
regides: o Cl agranular (I1A), o CI disgranular (ID) e o CI granular (IG) em ratos de
acordo com CECHETO e SAPER (1987); embora pouco explorado, essa diferenca de
granularidade sustenta as diferentes fungdes neurofuncionais atribuidas a insula (Figura
1G e D).

Situada na porgdo anterior do sulco central, o cortex insular anterior (CIA) é
dividido em duas sub-regides: regido agranular ventral e disgranular dorsal (CECHETO;
SAPER, 1987). A regido agranular rostral da insula envolvida com alteragdes fisioldgicas

associadas a estados emocionais (OGAWA, HASEGAWA, MURAYAMA, 1992). As
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principais conexdes neurais estdo envolvidas nos aspectos afetivos do processamento
nociceptivo, bem como no sistema modulatério descendente, alem de estar extensamente
interconectada com regides pré-limbica e infra-limbica ventrais do CPFm (FOX e cols.,
2005), o complexo amigdaldide (STEHBERG, 2012), o nucleo accumbens (JASMIN e
cols., 2004) e a area cingulada 1 (Cgz), todos associados ao processamento emocional da
nocicepcao.

O CIP, apresenta 2 areas granulares (Igl e 1g2). A area Igl apresenta uma camada
IV bem desenvolvida além de uma ampla camada Il e V menos distinta. A area Ig2,
também mostra uma camada IV claramente visivel. A 1g2 difere de Igl por uma camada
Il menor, uma parte intermediaria menos densa de células da camada Ill e uma camada
mais densa de células V, além da area disgranular (Id1) com uma camada IV invadida por
células piramidais das camadas adjacentes Il e V. Essa area tem, portanto, uma
arquitetura disgranular. Além disso, a camada Il possui menos densidade celular e

distingue 1d1 de areas vizinhas (KURTH e cols., 2010a) (Figura 1B, C, E, F, G).
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(Tiire et al., 1999) (Kurth et al., 2010a)

(Kurth et al., 2010a)

FIGURA 1 - (A): Esquema representativo do cortex insular (CI) humano e suas divisdes
anteriores (CIA) e posteriors (CIP) separadas pelo sulco central. msg e psg: giro pequeno
anterior (ASG), giro pequeno médio (MSG) e giro pequeno posterior (PSG); giro longo
anterior (ALG) e giro longo posterior (PLG); sulco insular central (CIS) (Ture e cols.,
1999). (B e C): Citoarquitetura do cortex insular posterior (CIP) com as subdivisdes
granular (1g1) e (1g2) e disgranular (1d1) (Kurth e cols., 2010a). (D): Citoarquitetura do
Cl em ratos com as subdivisbes granular da insula (lg), disgranular da insula (Id) e
agranular da insula (la) em corte coronal em A (anterior) e em B (posterior) (Cecheto e
Saper, 1987). (E, F, G): Citoarquitetura das subdivisdes (Igl, 1g2 e ld1) baseada na

granularidade em camadas celulares de Meynert (Kurth e cols., 2010a0 CIP vem se
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apresentando como uma area de grande interesse para as pesquisas, pois participa das
caracteristicas somatossensoriais da dor e recebe projecOes aferentes nociceptivas e
termoceptivas do nucleo ventral posterior inferior e do nucleo ventromedial posterior do
tdlamo e nucleos do complexo posterior VMPo, 0s quais recebem aporte de neurdnios
espinotalamicos da lamina | e V (CRAIG et al, 1994). Mais de 40% das entradas
espinotalamicas se concentram no CIP granular/disgranular, além de estar intimamente
conectada com o opérculo medial, tornando-as uma &rea chave da rede para a percepgao
da dor (CRAIG, 2003).

Dados de ressonancia magnética funcional mostram a intima conectividade
anatbmica da parte granulosa caudal no CIP ao CM, secundario e somatossensorial.
Essas conexdes seriam via projecOes corticais com fibras reciprocas entre Si, So/CM e
CIP (FROT; MAUGUIERE, 2003 e FROT; MAGNIN; MAUGUIERE; GARCIA-
LARREA, 2013); além de estar principalmente ligado ao cértex cingulado médio (CCM),
envolvido na sensacdo de dor, ao operculum (FROT e cols., 1999; BAUMGARTNER e
cols., 2006; DOSENBACH e cols., 2006) e complexo amigdaléide (NAKASHIMA e
cols., 2000).

Em primatas, as subdivises do CI tém sido investigadas e estudos mostram que a
insula disgranular é considerada como uma zona intermediaria entre a area granular e
agranular (EVRARD, 2019). A insula disgranular esta conectada a insula granular
compartilhando caracteristicas somatossensoriais com projecées com Si1/S; (MESULAM
e MUFSON, 1982b; FRIEDMAN e cols., 1986; BURTON e cols., 1995; CIPOLLONI e
PANDYA, 1999). A insula disgranular possui projecdes com cértex cingulado posterior
(CcP), CM (MESULAM e MUFSON, 1982b; MUFSON e MESUALM,
1982; MORECRAFT e cols., 2004), area motora suplementar e pré-motora (AMS)
(LUPPINO e cols., 1993) e estriado dorsal e ventral (CHIKAMA e cols., 1997; FUDGE e

cols., 2005).
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A insula disgranular em primatas, ainda apresenta outras subdivisdes como a
porcdo do monte e ventral que compartilha projecées com Cgi (MESULAM e MUFSON,
1982b; MUFOSN e MESULAM, 1982), cortex pré-motor ventral (PMv) (GERBELLA e
cols., 2011), complexo amigdaldéide (AGGLETON e cols., 1980; TURNER e cols.,
1980) . Além disso, ha projecBes nestas subdivisdes para hipotdlamo lateral e SCP
(SALEH e cols.,, 2017), tornando-a, assim, como parte integrante no processo
interoceptivo sensoriomotor e indicando a natureza multimodal desta regido (EVRARD,
2019). Esta citoarquitetura proposta por Evrard em 2019 sobre mapeamento em primatas
se assemelha aos esquemas sobre divisdo anatbmica da insula humana proposto desde
trabalhos de Brodmann (VOGT, 1911; ROSE, 1928; BROCKHAUS, 1940; MOREL e
cols., 2013).

O CI disgranular apresenta uma natureza multimodal e é parte integrante do fluxo
integrativo de processamento de informacéo interoceptiva, apresentando um gradiente de
informacdes em um fluxo caudal-rostral (CRAIG, 2009, FUJITA e cols., 2010), ou seja,
da porcdo posterior para a porcdo anterior da insula granular dorsal, a insula disgranular
intermediaria e, finalmente, a insula agranular anterior (EVRARD, 2019). Ela também
responde a estimulos indcuos barorreceptivos e mecanorreceptivos conforme mostrados
em estudo eletrofisiologico de registro extracelular single unit em primatas (ZHANG e
cols., 1999).

Estudos apontam para um papel do CIP na dor patoldgica, sobretudo em pacientes
com DNC, que podem apresentar atividade conectiva anormal ipsilateral e contralateral
(GARCIA-LARREA e PEYRON, 2013). Esses pacientes respondem a percepcoes
térmicas e de dor mecanica através de estudos de potenciais evocados por estimulagdo a

laser (GARCIA-LARREA, 2010).

38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B132
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B83
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B83
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B182
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B182
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B184
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B26
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B130
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517547/#B130

Desta forma, através de conexdes que possibilitam a modulacdo das dimensdes
cognitivo-avaliativas, afetivo-emocionais e sensitivo-discriminativas da dor, sugere-se
que a estimulacgéo elétrica, e a neuroguimica subjacente do CIP, podera constituir objeto
de interesse para tratar a DC e DN, uma vez que esta area esta bastante correlacionada
com a ocorréncia de alodinia em modelos de DN. Além disso, o CIP esta implicado na
integracdo de estimulos dolorosos e térmicos atraves da estimulacdo elétrica invasiva e
ndo invasiva, 0 que a torna viavel na modulacdo das percep¢fes térmicas em humanos
(DENIS e cols., 2016).

A técnica de estimulacdo elétrica em estruturas encefalicas tem sido uma
ferramenta muito utilizada em pacientes refratarios com DC e DN. Sendo assim,
tentaremos elucidar essa area do Cl, na sua regido posterior, como uma estratégia de
neuroestimulacdo para a atenuacdo da DNC em roedores. Portanto, a realizacdo de um
estudo multidisciplinar, investigando aspectos neuroanatdmicos, neurofisiolégicos e
psicofarmacoldgicos do CIP, pode nos trazer novas evidéncias acerca do conhecimento
sobre os mecanismos da dor e sua modulacdo, assim como, podera fornecer novas

alternativas no tratamento da dor crénica e neuropaética.

1.6 Neurotransmissdo glutamatérgica

Em nivel cortical, onde a percepcdo da dor é processada, as sinapses
glutamatérgicas, especialmente os receptores inotrépicos do tipo NMDA, desempenham
um papel importante na transmisséo da dor e plasticidade em longo prazo (LTP). De fato,
a estimulagdo elétrica de CM;z influencia diretamente essas areas corticais envolvidas no
processamento de informagdes dolorosas, incluindo o CCA, ClI, Si, S2 e CPF (ZHUO,

2016).
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O glutamato é principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central.
Basicamente, todos 0s neurbnios centrais recebem sinapses glutamatérgicas e possuem
receptores para o glutamato (PRYBYLOWSKI, WENTHOLD, 2004). Os receptores
glutamatérgicos sdo divididos em dois grandes grupos: o ionotropicos (iIGLURS) e
metabotropicos (MGLURS). Os iGIuRs podem ser de trés tipos: N-metil-D-aspartato
(NMDA), acido-amino3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionico (AMPA) e cainato (KA).
Todos eles agregam, no mesmo complexo protéico transmembranar, sitios de recepcdo ao
ligante e canal i6nico. Assim, a neurotransmissdao mediada pelos iGIuRs é rapida, pois
afeta diretamente o fluxo de fons (principalmente Na* e Ca®") e, consequentemente, 0
estado eletroquimico da membrana pos-sindptica (RUGGIERO e cols., 2011).

Por sua vez, 0s mGIuRs sdo acoplados a proteinas G e participam dos mecanismos
de resposta intracelular através da ativacdo de segundos mensageiros. Por esse motivo,
sdo responsaveis pela geracdo de respostas pos-sindpticas mais lentas (PINHEIRO,
MULLE, CHRISTOPHE, 2008; OLNEY, 1969). Os receptores NMDA localizam-se na
membrana poés-sinaptica das sinapses excitatérias e exibem maior permeabilidade ao
Ca2+ do que os receptores AMPA e KA, caracteristica que lhes confere um papel mais
ativo em mecanismos neurotoxicos, e por este motivo, é o receptor mais estudado devido
0 seu envolvimento com a neurotoxicidade. Este processo neurotoxico pode ser atenuado
pelo mecanismo de recaptacdo por transportadores de alta afinidade presentes nos
astrécitos removendo-o da fenda sinaptica evitando a sua permanéncia no espacgo extra-
celular. O L-Glu é convertido em glutamina e posteriormente serdo reconvertidas em
glutamato novamente conferindo assim um efeito neuroprotetor como demonstrado na

figura 2 (RUGGIERO e cols., 2011).
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No CI, o desequilibrio nas concentracBes de glutamato pode contribuir para a
sensibilizacdo central da dor, estando com niveis aumentados em condicGes de DN e

fibromialgia (HARRIS e cols., 2009 e PETROL e cols., 2012).
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FIGURA 2. Sinalizacdo da neurotransmissao glutamatérgico evidenciando a sintese de
glutamato e ciclo entre neurénio e célula da glia. A acdo do glutamato liberado na fenda
sinaptica é limitada pela recaptacédo através de transportadores especificos em neurénios e
células glias adjacentes. No terminal pré-sinaptico, a glutamina liberada por células gliais
é recaptada pelos neurdnios e convertida em glutamato. O glutamato é transportado para
dentro das células através de transportadores de aminoacidos excitatorios (TAES) e
armazenado em vesiculas portransportadores vesiculares de glutamato (TVGlu). Fonte:

Adaptado de Ruggiero e cols., 2011.



2. OBJETIVO GERAL

Estudar as bases neurais, fisiopatologicas e psicofarmacoldgicas da dor
neuropatica cronica (DNC) através do neurotragamento das vias a partir do cértex insular
posterior (CIP), da neuroestimulacdo elétrica do CIP (deep brain stimulation: DBS) ou do
bloqueio de receptores NMDA glutamatérgicos seguido pela neuroestimulacéo do CIP em

animais com DNC.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Estudar as possiveis redes neurais que se conectam com o CIP disgranular, que
podem participar da modulacdo de dor. Para isso, foi microinjetado o neurotracador de
captacao bidirecional fluorescente BDA 3000 conjugado com cascade blue (BDA-CB),
ou o neurotracador ndo-fluorescente (BDA), em animais com DNC;

v Estudar a possivel participacdo do CIP disgranular na modulacdo da DNC, através
da neuroestimulacdo deste cdrtex por meio da neuroestimulacéo elétrica (DBS: 20 pA por
15 s) apds 21 dias da injuria por constri¢do cronica (CCI) do nervo isquiatico, avaliando-
se o efeito da neuroestimulacao sobre no teste de alodinia mecanica (teste de von Frey) e
alodinia ao frio (teste da acetona) em animais com e sem DNC;

v Avaliar o comportamento exploratério, a atividade locomotora e 0 comportamento
relacionado a ansiedade nos roedores CCI ou Sham por 5 minutos, através da realizacéo
do teste de campo aberto (open-field test) imediatamente apds a neuroestimulacao elétrica
do CIP disgranular (20 pA/15 s) em animais com ou sem DNC;

v Estudar a possivel participacdo do sistema glutamatérgico, via bloqueio dos
receptores do tipo NMDA, seguida da neuroestimulagdo elétrica do CIP disgranular (20
MA/15 s) sobre a modulacdo da DNC, apds 21 dias a CCI ou Sham. Para isso foi realizada

a microinjecdo do antagonista seletivo de receptores NMDA, o LY235959 (2, 4 e
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8nmol/200nL) no CIP, avaliando-se o efeito no teste de alodinia mecanica (teste de von

Frey) e de alodinia ao frio (teste da acetona) em animais com e sem DNC;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando inicialmente aproximadamente
100 g (~40 dias), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade de Sao Paulo, Campus
de Ribeirdo Preto. Foram alojados no Biotério do Departamento de Cirurgia e Anatomia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, sob um ciclo claro/escuro de 12/12 h, em
temperatura (22 £ 2 °C) e umidade (55%) controladas, com livre acesso a dgua e ragéo,
disponibilizadas ad libitum. A manipulacdo dos animais seguiu os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal e o projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, que
seguem a lei federal N° 11.794, de 8 de outubro de 2008. Os experimentos foram
realizados segundo os principios éticos, elaborados pela CEUA ja aprovados pela FMRP-

USP (Processo: 241/2019).

3.2 MODELO DE DOR NEUROPATICA

Para induzir a neuropatia experimental, os animais foram submetidos ao
procedimento de lesdo por constricdo crbnica do nervo isquiatico (CCI), como
previamente descrito por Bennett & Xie (1988), modificado por Sommer & Myers (1995)
e adaptado por Medeiros e colaboradores (2019a, b; 2020a, b, c¢), como demonstrado na
figura 3.

Inicialmente, os animais foram anestesiados atraveés da administracdo por via
intramuscular (IM), na pata posterior esquerda, utilizando-se uma solugéo na proporgéo
de 0.1 ml de cetamina a 92 mg/kg (Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Brasil), para
0.2 ml a 9.2 mg/kg xilazina (Hertape/Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brasil). Os animais

sdo colocados sobre uma mesa com o dorso para cima e, a pata posterior direita presa por
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um esparadrapo. Foi realizada tricotomia desta pata, a desinfeccdo com iodopolvidina, e
em seguida, a realizacdo da incisdo longitudinal de 15 mm na altura da coxa, regido
dorso-lateral, em nivel de trocanter/fémur. O nervo isquiatico direito foi acessado e
exposto através da dissecacdo dos mdusculos, grande gluteo e biceps femoral. Foi
realizada uma simples ligadura, modelo adaptado de Medeiros et al. (2019a, b; 202043, b,
¢, d) com fio Cat-gut 4-0 no nervo isquidtico da pata direita proximal a trifurcacéo
isquiatica. A tensdo gerada na ligadura foi de intensidade leve, suficiente para causar leve
isquemia sem interromper o fluxo sanguineo total. As incisdes na pele foram suturadas
com o fio mononylon 5-0, em seguida, dgua oxigenada foi passada no membro posterior
direito do roedor. O grupo controle “falso operado” (Sham) foi submetido a todos os
procedimentos cirdrgicos, através da exposi¢cdo do nervo isquiatico direito, mas sem a

CCl com a ligadura do mesmo.

l é\:’> Bennette Xie
Modelo utilizado <):’\] §
//\k,

FIGURA 3 - Representacao ilustrativa do modelo de Injdria por Constricdo Cronica do
Nervo Isquiatico (CCI) proposto por Bennett e Xie (1988) com quatro ligaduras no nervo
isquiatico. Figura retirada de Joachim Scholz e cols., 2008. Nota bene: no presente

projeto, realizamos apenas uma ligadura no nervo isquiatico dos roedores. Esta proposta
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foi adaptada em nosso grupo de pesquisa (vide Medeiros e cols., 2019a, b; 20204, b, c;
2021; Negrini-Ferrari e cols., 2021; Malvestio e cols., 2021).

3.3 MODELO DE ALODINIA MECANICA: TESTE DE VON FREY

Foi utilizado o teste filamentos de von Frey (North Coast, EUA), para avaliar o
limiar nociceptivo ao estimulo mecénico. Consiste em conjunto de monofilamentos de
nylon, de varias espessuras, que exercem diferentes graus de forca, quando aplicadas
sobre a superficie plantar da pata. Permitindo assim, avaliar a quantidade de forga
necessaria para evocar o comportamento de retirada da mesma (CHAPLAN e cols.,
1994).

Os animais foram individualmente colocados em caixas acrilicas, medindo
23x20x18, cm, dispostas sobre uma mesa com assoalho de grade de aco ndo maleével,
com 5 mm? de espago entre as malhas. Por entre as malhas de assoalho, foi aplicada a
ponta da haste de estimulacdo, no centro plantar da pata traseira do rato, até que o animal
tenha a resposta de retirada da pata estimulada. Este procedimento foi realizado na pata
direita lesada do animal CCIl (pata ipsilateral) e também na pata esquerda
(contralateralmente a cirurgia de CCI ou Sham) em todos os animais (Figura 4).

Apo6s 30 min de aclimatacdo dos animais no aparato experimental, foi aplicado a
linha de base 1 de von Frey (antes das cirurgias de CCl ou Sham); apds 21 dias da CCl ou
Sham e antes do tratamento farmacoldgico ou da estimulacdo, foi realizada a linha de
base 2 de von Frey; e o teste campo aberto foi realizado por 5 minutos antes e apds o
tratamento farmacoldgico ou a neuroestimulagdo no CIP. E por fim, apds 5 min do teste
de campo aberto, o teste de von Frey foi realizado durante 30 minutos nos roedores de 10

em 10 minutos.
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FIGURA 4 - Teste de von Frey, aferindo a alodinia mecénica com o filamento de von
Frey em animais com ou sem dor neuropatica crénica 21 dias ap6s a CCl ou Sham.

Fonte: Laboratério de Neurociéncias da Dor & Emocdes. FMRP-USP.

3.4. MODELO DE ALODINIA AO FRIO: TESTE DA ACETONA

Para avaliacdo da alodinia ao estimulo frio, foi empregado o teste de acetona
(AC). No teste, os ratos foram posicionados sobre uma plataforma (a mesma utilizada no
teste de von Frey) na qual se tem acesso a superficie inferior da pata do animal. Para o
teste, 0,5 mL de acetona a 100% foi ministrada na superficie plantar da pata traseira do
rato, a partir de baixo da grelha. A aferéncia da nocicepcdo é dada por um score que
consiste em 3 classes: 0 - nenhum movimento; 1 - movimento rapido e brusco da pata; 2 -
movimento repetido de levantamento da pata; 3 - movimentacdo da pata seguida por
lambida (FLATTERS; BENNETT, 2004). Se o animal esbocar algum comportamento no
periodo de 20 segundos observa-se por mais 20s soma dos comportamentos esbocados
em 40 segundo, repetidos em trés tempos corresponde a medida nociceptiva do teste.
Caso o score em 20s seja 0 ndo é necessario mais 20s.

Também foi aplicado acetona na pata esquerda do animal, que é contralateral a

cirurgia de CCI ou Sham (figura 5).
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FIGURA 5 - Teste de acetona, aferindo a alodinia ao frio com a aplicagdo de 20 pL de
acetona, nas patas direita e esquerda traseira dos animais, submetidos a cirurgia de CCI

ou Sham. Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias da Dor & Emoc6es. FMRP-USP.

3.5. TESTE DO CAMPO ABERTO (OPEN-FIELD TEST)

O aparato de campo aberto consiste em uma arena circular em acrilico cristal (97
cm de didmetro e paredes de 32,5 cm de altura, topo aberto e piso dividido em 19 sec6es
semelhantes). Cada animal foi colocado suavemente no centro do aparato experimental e
o comportamento foi filmado (Sony Habdycam) durante 5 minutos imediatamente apds a
estimulacdo elétrica e da microinjecdo de droga no CIP. O teste avaliou a exploracdo
ambiental e a atividade locomotora geral (nUmero de cruzamentos e levantamentos), e
permitiu avaliar um comportamento relacionado a ansiedade em roedores: a preferéncia
por posicionamento junto a amurada da arena. Assim, foi aferido o tempo de permanéncia

no centro ou na periferia da arena de campo aberto (MEDEIROS e cols., 2021).

3.6 CIRURGIA ESTEREOTAXICA: IMPLANTACAO DO ELETRODO

OU QUIMITRODO DA CAMADA DISGRANULAR DO CIP
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14 dias apos a cirurgia de CCI ou Sham, os animais (n=8) foram levados ao
aparelho estereotaxico (Insight, Brasil), onde suas cabecas foram fixadas pelo rochedo
temporal e incisivos superiores. Antes da exposicdo da calota craniana, a pele e o tecido
subcutaneo foram anestesiados com solucédo de lidocaina a 2% (0,1 mL, s.c.). O periosteo
foi retirado e a calota craniana secada com H2O> a 10%.

Um eletrodo, para a estimulacdo encefélica cortical [deep brain stimulation
(DBS)] ou quimitrodo (constituido por uma canula-guia acoplada ao eletrodo) foi
implantado no CIP disgranular para a neuroestimulacdo ou para microinjecdo de
antagonista farmacoldgico seguida da neuroestimulacdo, respectivamente, segundo as
coordenadas AP= - 0,48 mm; ML= 5,8 mm e DV= 6,9 mm para eletrodo e DV= 6,0 mm
para canula-guia, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2005). Para os
procedimentos quimicos como a microinjecdo do antagonista, a canula-guia deveria ter
15 mm, microagulha para microinjecdo, de 16 mm, e eletrodo para a neuroestimulacéo,
de 16 mm. Depois de implantados, o eletrodo ou o quimitrodo foi fixada na calvaria por
uma protese de acrilico autopolimerizavel que, por sua vez, foi ancorada por dois

parafusos de fornitura de aco inoxidavel.

3.7 IMUNOFLUORESCENCIA

3.7.1 TRACAMENTO DAS VIAS NEURAIS DA CAMADA
DISGRANULAR DO CIP

Os roedores com (ratos CCI; n=4) foram anestesiados com uma solu¢do na
proporcao de 0,1 ml de cetamina a 10 % (Agener, na dose de 90 mg/kg, IP) para 0,2 ml
de xilasina a 4% (Dopaser, na dose de 10 mg/kg, IP), e fixados no aparelho estereotaxico
(Insight, Brasil). A barra dos incisivos superiores foi posicionada a 3,3 mm abaixo da

linha interaural, de forma que o créanio fique na posicdo horizontal entre bregma e
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lambda. Uma micropipeta foi introduzida verticalmente, visando a camada disgranular do
CIP, segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2005) AP= - 0,48 mm; ML=
5,8 mm e DV=6,9 mm.

Através desse dispositivo, a biodextrana (BDA) ndo-fluorescente e o BDA
conjugado com cascade blue (BDA-CB), um tracador neuronial bidirecional fluorescente,
de peso molecular 3000 foi administrado no CIP disgranular, com o intuito de investigar
a anatomia conectiva desta area com o0s nucleos que possam modular a dor. A
citoarquitetura e demais caracteristicas das células neurais marcadas, assim como a
hodologia neural foram avaliadas por microscopia de luz (fotomicroscopio Axiolmager
Z1; Zeiss).

Foi realizado o neurotracamento em animais 21 dias apds a CCl. Os compostos
utilizados foram injetados por via intracerebral (i.c.), diretamente na estrutura estudada,
utilizando um sistema constituido de uma agulha gengival (30G) acoplada a um fio de
polietileno que, por sua vez, foi acoplado a uma microsseringa (Hamilton 10 pL, EUA)
microinjetada por uma bomba de infusdo com fluxo de 0,2 pL/min. Completado o
periodo de microinjecdo, a calvaria foi suturada com fio de sutura mononylon 5-0 para
proteger a trepanacdo de impurezas.

Para o procedimento fluorescente (BDA-CB), passados 5 dias de pds-operatorio,
os animais foram profundamente anestesiados com 0,1 ml de cetamina a 10% (Agener, na
dose de 90 mg/kg, IP) para 0,2 ml de xilasina a 4% (Dopaser, na dose de 10 mg/kg, IP) e
perfundidos por via intracardiaca com salina tamponada, seguida de paraformaldeido a 4
%, em tampdo fosfato, 0,05 M, pH 7,3. Em seguida, os encéfalos foram removidos,
processados para a obtencdo de cortes congelados e sec¢bes de 20 um foram obtidas no
criostato (AM 1950; Leica) e depositadas em placas de acrilico, confeccionadas para a

técnica de free floating. As sec¢des foram lavadas em tampéo fosfato, pH 7,3. As vias

50



neurais tracadas foram capturadas por sistemas de imagens (Axiolmager Z1, Zeiss)
equipado com espelho duplo dicroico DD 488/568 e filtro de barragem LP 590 para
subsequente localizacdo do local do sitio da injecdo e para observarmos as células
fluorescentes. Estas seccdes foram montadas entre lamina e laminula, com DAPI. Todos
os procedimentos foram realizados ao abrigo da luz fluorescente.

Para a marcacdo com biodextrana (BDA) nao fluorescente, foi usado o método da
avidina-biotina (ABC standart Elite kit; Vector Labohamsterries) com reacdo 3-3’-
diaminobenzidina (DAB; Sigma) peroxidase intensificada com niquel. As seccdes foram
completamente lavadas em tampdo de fosfato 0,1 M (pH 7,4) apos a incuba¢do, montadas
em laminas de vidro revestidas com gelatina, contrastadas usando o método Nissl cresil

violeta, e vistas sob um fotomicroscopio (Axiolmager Z1, Zeiss).

3.7.2 IMUNOFLUORESCENCIA DE RECEPTORES NMDA NA CAMADA

DISGRANULAR DO CIP

Para todas as marcac@es por imunofluorescéncia realizadas no presente trabalho,
foram obtidas cortes seriados com espessura de 20 um obtidas no criostato (CM 1950
Leica, Wetzlar, Germany). Em cada marcacdo as laminas foram lavadas com tampao
(TBS 0,1M) e em seguida incubadas em glicina (0,2M). Em sequéncia, apds a lavagem as
laminas foram incubadas em BSA 2% para bloqueio de ligacGes inespecificas. Apds o
bloqueio foi aplicado o anticorpo primario (overnight) e ap6s as lavagens, o anticorpo
secundario. Ao final as laminas foram lavadas e cobertas com uma lamela de Prolong
com 4 ', 6-Diamidino-2 dicloridrato de-fenilindol (DAPI) (Life Technologies, Camarillo,
CA, EUA). As laminas entdo foram observadas em microscopio (Axiolmager Z1, Zeiss,

Oberkochen, Alemanha) e fotografadas com auxilio do programa ZEISS ZEN lite para
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analise qualitativa e quantitativa em aumentos de 10, 20 e 40x. As células marcadas
positivamente foram consideradas para fotomicrografia com o auxilio do programa
ImageJ.

Neste sentido, foi marcado o receptor NMDA glutamatérgico na camada
disgranular do CIP, com o anticorpo primario Anti-NMDARZ1, Rabbit polyclonal seguido
do anticorpo secundario Alexa Fluor 594 conjugate — Goat anti-Mouse 1gG (H+L)
(2:2000; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Por fim, as laminas foram cobertas com uma
lamela de Prolong com 4 ', 6-Diamidino-2 dicloridrato de -fenilindol (DAPI) (Life

Technologies, Camarillo, CA, EUA).

3.7.3 DROGAS NEUROTRAGCADORAS
Foram utilizadas a biodextrana (BDA) nao-fluorescente de peso molecular 3000

ou 0 BDA 3.000 conjugada com cascade blue (BDA-CB) fluorescente.

3.8 ESTIMULACAO ELETRICA DA CAMADA DISGRANULAR DO CIP

Uma semana ap0s a cirurgia estereotaxica (para implantacdo do eletrodo ou
quimitrodo na camada disgranular do CIP), os animais foram colocados em uma arena
circular (60 cm de diametro e 50 cm de altura com o chéo dividido em 12 sec¢des), com o
compartimento experimental iluminado com 40-W de lampada fluorescente (350 Ix no
chéo da arena nivel). Depois, o eletrodo implantado no CIP, foi ligado a um gerador de
estimulos (STG3008-FA, sistema multicanal, Alemanha), o que permitiu aplicar corrente
de pulsos (largura de impulso de catodo 100us, intervalo de pulso 100 e pulso anddico
largura de 100 ps durante 15 segundos).

A neuroestimulacdo cortical foi realizada na intensidade de 20 pA por 15

segundos (segundo MEDEIROS e cols., 2019; NEGRINI-FERRARI e cols., 2021;
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FERREIRA e cols., 2022) em animais com e sem dor neuropatica (CCI ou Sham)
conforme distribuicdo dos grupos descrito na tabela 1. ApoOs a realizacdo da
neuroestimulacdo no campo aberto, o comportamento do animal foi avaliado por 60
segundos, e em seguido, 0 mesmo foi levado para o aparato de von Frey para aferi¢do da
alodinia mecéanica e a alodinia ao frio. Cada animal foi utilizado apenas uma vez e foi
estimulado eletricamente uma vez no CIP disgranular. Um grupo controle foi realizado,
atraves da implantacdo do eletrodo, mas sem a estimulacéo do CIP (0 pA/15 s). O efeito
da neuroestimulacéo cortical sobre o teste de alodinia mecanica (teste de von Frey) e de
alodinia ao frio (teste da acetona), em animais com ou sem DNC (CCI ou Sham) foi

avaliado por até 30 minutos apos a neuroestimulacao do CIP.

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais relacionados a neuroestimulacdo
elétrica da camada disgranular do cortex insular posterior (EECIP) em animais com ou

sem dor neuropatica cronica (DNC) induzida por CCI ou Sham, respectivamente.

Procedimento Neuroestimulacéo cortical Numero de animais por
Cirargico grupo (n)
Sham EECIP O pA/15s 8
Sham EECIP 20 pA/15s 8
CClI EECIP 0 pA/15s 7
CClI EECIP 20 yA/15s 8

381 DESENHO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DE

NEUROESTIMULACAO ELETRICA NO CIP DISGRANULAR
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Testes von Frey (VF) e Acetona (A)
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FIGURA 6 — Representacdo esquematica da sequéncia temporal dos experimentos
envolvendo a neuroestimulacdo elétrica da camada disgranular do CIP por meio do
equipamento deep brain stimulation (DBS) em ratos com ou sem DNC.

3.9 BLOQUEIO DOS RECEPTORES NMDA SEGUIDA PELA
ESTIMULACAO ELETRICA DO CIP DISGRANULAR

Grupos independentes de animais (n=8 por grupo), foram submetidos apds 7 dias
da cirurgia estereotaxica a implantacdo de um quimitrodo (canula-guia acoplada ao
eletrodo) no CIP disgranular. Foi realizada a microinjecdo de 200 nL do antagonista
seletivos de receptores NMDA, o LY235959 a 2, 4 e 8 nmol no CIP disgranular conforme
descricdo na tabela 2. Para microinjecdo no CIP, uma microagulha (Mizzi), conectada a
uma microsseringa (Hamilton, 10 uL) foi introduzida no quimitrodo, e ultrapassando a
sua extremidade final em 1 mm. Um catéter de polietileno foi acoplado & microagulha
para monitorar as microinjecdes, que serdo feitas através de uma bomba de infusdo de
drogas (Stoelting), e em seguida, apés 5 minutos da microinjecdo, foi realizado a
neuroestimulacdo no mesmo local para analisar o efeito do bloqueio de receptores NMDA

no CIP disgranular.

Tabela 2 Distribuicdo dos grupos experimentais que foram estudados para avaliar o

blogueio do receptor NMDA, seguida da neuroestimulacdo do CIP (EECIP).
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Procedimento Tratamento NUmero de animais por

Cirargico grupo (n)
CClI Veiculo CIP + EECIP 0 pA/15s 8
CCl Veiculo CIP + EECIP 20 uA/15s 8
CClI LY235959 2 nmol CIP + EECIP 20 pA/15s 8
CClI LY235959 4 nmol CIP + EECIP 20 pA/15s 7
CClI LY235959 8 nmol CIP + EECIP 20 pA/15s 8
CClI LY235959 8 nmol CIP + EECIP 0 nA/15s 8

Sham LY235959 8 nmol CIP + EECIP 20 pA/15 s 8
Sham Veiculo CIP + EECIP 0 pA/15 s 7
Sham Veiculo CIP + EECIP 20 uA/15 s 8
Sham LY235959 8 nmol CIP + EECIP 0 pA/15s 4

391 DESENHO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DE
BLOQUEIO DO RECEPTOR NMDA DO CIP E EM SEGUIDA

NEUROESTIMULACAO ELETRICA DO CIP

Testes von Frey (VF) e Acetona (A)
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FIGURA 7 — Representacdo esquematica da sequéncia temporal dos procedimentos
experimentais envolvendo o bloqueio do receptor do tipo NMDA no CIP, por meio da
microinjecdo do antagonista LY 235959, seguida da neuroestimulacdo do CIP, avaliando-
se a DNC.

55



3.10 DROGAS

Foram utilizados salina fisioldgica (NaCl 0,9%) para diluir o antagonista seletivo
de receptor NMDA, o LY?235959 nas concentracdes de 2, 4 e 8nmol. O veiculo e a droga
foram administrados randomicamente no volume de 200nL, e em grupos independentes

de animais.

3.11 HISTOLOGIA

Ap0és a realizacdo dos procedimentos neurofisiologicos e neurofarmacoldgicos, os
animais foram anestesiados através da administracdo por via IP, com 3 mL de solucédo de
uretana 25 %, perfundidos através do ventriculo esquerdo com solucdo de NaCl a 0,9 %,
em volume suficiente para retirar todo o sangue do animal, seguida de solucdo tamponada
de paraformaldeido 4 %, em volume suficiente para fixar os tecidos. Os encéfalos foram
retirados e mantidos refrigerados, no fixador (paraformoldeido 4 %) por no minimo 24h
e, em seguida, mergulhados em solucdo de sacarose 20%, guardados também em
geladeira para preservacdo, por 24 h. Apos estes processos, foram congelados e cortados
com o auxilio de um micrétomo, em secc¢des coronais de 40 um de espessura. Os cortes
foram montados em laminas de vidro, gelatinizados, secos ao ar ambiente e corados com
azul de metileno. Posteriormente, os cortes foram analisados com o auxilio de
microscopia de luz (Axiolmager Z1; Zeiss), e a posi¢do das pontas dos eletrodos de
estimulacdo e das agulhas de microinjecdo no neuroeixo, foram assinalados em
anagramas do atlas de Paxinos & Watson (2005). Somente animais com sinais de
presenca da extremidade final do eletrodo ou céanula-guia dentro da camada disgranular

do CIP foram incluidos na andlise estatistica.

3.12 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados foram analisados utilizando o teste estatistico de Andlise de
Variancia (TWO-WAY ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, seguido pelo pds-
teste de Tukey para comparacéo intra e entre 0s grupos. Os resultados que apresentaram
um valor de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Desta forma, foi
analisado o efeito da estimulacdo de acordo com o tempo. Para os dados relacionados ao
Teste de Campo Aberto (open field test), inicialmente foi realizado o teste Shapiro-Wilk
para avaliar se os dados apresentavam uma distribuicdo normal. Os grupos que nao
apresentaram uma distribuicdo normal foram submetidos ao teste nao-paramétrico de
KrusKal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn. Foi utilizado o programa Graph
Prism (versdo 8.0.2 GraphPad Software, EUA) para andlise estatistica e confec¢cdo dos

gréaficos.

4. RESULTADOS

4.1 Estudo neuroanatémico das conexdes aferentes e eferentes da subdivisdo
disgranular do CIP para ndcleos reticulares pontinos e clrtex somatossensorial
secundario

Foi realizado o estudo das conexdes entre os neurénios do CIP e outras areas
neocorticais ou com as estruturas do sistema modulador da dor marcada com
neurotracador enddgeno situado no tronco encefalico. Foi realizado a microinjecdo do
neurotracador Biodextrana conjugado com Cascade Blue fluorescente (BDA-CB) de peso
molecular 3.000 (Figura 8A e B) ou do neurotracador de BDA 3.000 ndo-fluorescente
(Figura 9A e B) na regido disgranular do CIP.

Neurdnios marcados com neurotracador BDA-CB foram encontrados no cértex

somatossensorial secundario (S2) conectados a regido disgranular do CIP de ratos Wistar,
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conforme mostrado na Figura 8C. Células neuronais, fibras axonais e botbes terminais
marcadas com neurotracador BDA ndo-fluorescente foram encontrados no nucleo
reticular pontino caudal (PnC), sugerindo uma conexao reciproca entre a regido
disgranular do CIP e o PnC, conforme mostrado na Figura 9C e D. Pericarios neuroniais
e fibras axonais foram marcados para o neurotracador BDA no ndcleo reticular
parvicelular (PCRtA), situado dorsolateralmente ao ndcleo reticular pontino caudal,
conforme mostrado na figura 9E e F, sugerindo assim, saidas de vias para a regiao
disgranular do CIP. Finalmente, pericarios neuroniais e fibras axonais marcados com
neurotracador BDA também foram encontrados no centro de controle inibitério da area
tegmental ventral GABAérgica nlcleo tegmental dorsomedial (DMTg), sugerindo saidas

modulatorias atingindo a regiao disgranular do CIP, como mostrado na Figura 9G.

FIGURA 8 — Fotomicrografias de sec¢bes coronais do CIP disgranular de ratos Wistar.

Sitios localizados no CIP na divisdo disgranular. A: 500 um, B: 100 pum e conexao
ipsilateral com S em C: 50 pm. (A) Representacdo diagramética de uma secdo
transversal, mostrando confirmagdo do local de microinjecdo (* n=1) de biodextrana
(BDA 3.000) conjugado com cascade blue, um marcador neuronial bidirecional
fluorescente, no CIP disgranular representado em um desenho modificado do cérebro de
rato de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2005). (B) Microinjecdo mostrando um
local representativo de BDA (5X) em CIP disgranular com corpos celulares marcados

(seta branca). (C) Fotomicrografia de uma sec¢do coronal representando o coértex
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somatossensorial secundario (S2) de um rato Wistar evidenciando conexdes neurais entre

neurdnios do CIP disgranular e do S.
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FIGURA 9 — Fotomicrografias de cortes transversais do cortex insular posterior (CIP)
disgranular de ratos Wistar. (A) Representacdo diagramatica de uma seccdo transversal,
mostrando a confirmacédo histologica do local de microinjecdo (circulo preto n = 4) de
biodextrana (BDA) néo-fluorescente, um tracador bidirecional, de peso molecular 3000,
no CIP disgranular representado em um desenho modificado do cérebro de rato de acordo
com o atlds de Paxinos e Watson (2005). (B) Local representativo do sitio da
microinjecdo de BDA no CIP disgranular (seta preta). (C e D) Fotomicrografia de sec¢éo
coronal representativa de nucleos pontinos de rato Wistar mostrando conexfes neurais
entre neurdnios do CIP disgranular e o nudcleo reticular pontino caudal (PnC): fibras
axonais (ponta de seta preta); botes terminais (ponta de seta aberta) e corpos celulares
(seta preta). (E e F) Fotomicrografia representativa de corte transversal do parte alfa do
nacleo retircular parvicelular (PCRtA): corpos celulares (seta preta) e fibras axonais
(ponta de seta preta). (G) Fotomicrografias representativas de cortes transversais da area
tegmental dorsomedial (DMTg) com fibras axonais (ponta de seta preta) e corpos

celulares (seta preta), que se conectam com o CIP disgranular.

4.2 Imunofluorescéncia de receptores NMDA na subdivisdo disgranular do

CIP

FIGURA 10 — Fotomicrografias de cortes transversais do cortex insular posterior (CIP)
disgranular de ratos Wistar. (A) Representacdo diagramatica de uma seccdo transversal,
mostrando a confirmacdo histolégica do local de receptores NMDA positivos para 0s
anticorpos primario Anti-NMDAR1, Rabbit polyclonal e secundario Alexa Fluor 594
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conjugate — Goat anti-Mouse IgG (H+L) no CIP disgranular representado em um
anagrama modificado do cérebro de rato de acordo com o atlas de Paxinos e Watson
(2005). (B) Fotomicrografia 20X e (C) 40X de seccdo coronal representativa com a
presenca de receptores NMDA ao redor de corpos celulares em DAPI (seta branca) e
corpos celulares marcados com DAPI sem a presenca de receptores NMDA (ponta de seta

branca).

Foi realizado estudo imunofluorescente para investigar a presenca de receptores
NMDA glutamatérgicos envolvidos com respostas modulatérias em condi¢cbes de DN
cronica na camada disgranular do CIP. A marcacdo com anticorpo primario Anti-
NMDARZ1, Rabbit polyclonal e secundario Alexa Fluor 594 conjugate — Goat anti-Mouse
IgG (H+L) mostrou receptores NMDA positivos de coloragdo avermelhada co-localizados
ao redor de corpos celulares mostrados em azul marcados com DAPI (Figura 10A). No
entanto, é possivel observar que hd a presenca de corpos celulares que ndo foram
marcados com o receptor NMDA sugerindo a presenca de outros receptores (Figura 10 B

e C).

4.3 Efeito da Neuroestimulacao Elétrica (por meio do aparelho DBS) do CIP

disgranular sobre a Modulacédo da Dor Neuropética Crénica (DNC)

4.3.1 Anélise histoldgica

Os resultados obtidos foram baseados apenas nas respostas de animais cujo
posicionamento do eletrodo para neuroestimulagédo estavam na regido disgranular do CIP.
Na figura 10A, é possivel observar a representacdo do local do eletrodo de estimulagédo
no CIP disgranular. Os anagramas dos sitios de neuroestimulacdo do CIP disgranular

estdo representados na figura 10B.

62



Bregma -0.72 mm Bregma -1.08 mm Bregma -1.20 mm Bregma -1.32 mm

FIGURA 11 - Representacdo dos sitios de neuroestimulacdo elétrica na regido
disgranular do CIP, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2005). A: Representacdo
e confirmagdo histologica (hematoxilina-eosina) da posi¢do do eletrodo de estimulagéo
no CIP disgranular. B: Representagdes esquematicas de sitios de estimulacdo elétrica
histologicamente identificados (o) EECIP a 0 uA/15 s (Sham), (e) EECIP a 20 pA/15 s
(Sham), (o) EECIP a 0 uA/15 s (CCI), (m) EECIP a 20 uA/15 s (CClI), realizadas em
animais com dor neuropatica cronica (DNC).

4.3.2 Efeito da Neuroestimulagdo do CIP disgranular sobre o teste de alodinia

mecanica

63



Com o objetivo de investigar a participacdo da subdivisdo disgranular do
CIP na dor neuropatica periférica cronica induzida pela CCI, foi realizada a estimulacao
elétrica do CIP a 20 pA por 15 segundos contralateralmente ao membro posterior
operado (Sham ou CCI), seguido pela aferi¢cdo da alodinia mecénica, através do teste de
von Frey em animais com ou sem DNC.

A estimulacéo elétrica do CIP (EECIP) disgranular diminuiu a alodinia mecanica,
causando analgesia nos animais avaliados através do teste de von Frey ap6s 21 da
cirurgia de CCI.

O teste de andlise de variancia Two-way ANOVA mostrou que houve significante
efeito sobre o limiar de alodinia mecénica no tratamento [F27) = 22,02; p < 0,001],
tempo [Fu,108) = 38,03; p < 0,001] e interacdo do tratamento versus o tempo [F(i2,108) =
15,17; p < 0,001] em animais que passaram pela EECIP 21 dias apds a CCI. A analise
post hoc do teste de multiplas comparacdes de Tukey evidenciou que 0 grupo sem
estimulo no CIP/CCI (0 pA/15 s) teve alodinia mecéanica (pata direita) significativamente
maior quando comparado com o grupo sem estimulo no CIP/Sham (20 pA/15 s) (p <
0,001) (Figura 11A). Além disso, evidenciamos que a neuroestimulacdo (20 pA/15s) no
CIP/CCI diminuiu a alodinia mecanica na pata direita dos animais, quando comparado
com o grupo sem neuroestimulacdo (0 pA/15s) no CIP/CCI (Figura 11A); ou seja, a
neuroestimulacdo elétrica na regido disgranular do CIP causou analgesia nos animais com
DNC 10 minutos ap06s a estimulacdo. Em adicdo, quando a alodinia mecénica dos animais
foram aferidas na pata esquerda, ndo houve alteracdo dos limiares nociceptivos

mecanicos dos animais CCI ou Sham (Figura 11B).
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FIGURA 12 - Efeito da estimulacao elétrica no CIP (EECIP) sobre o limiar de alodinia
mecanica dos animais através do teste de von Frey 21 dias ap6s a CCIl ou Sham (n=8)
realizada na pata direita (A) e na pata esquerda (B). *, denota diferenca nas repostas de
alodinia mecanica entre os grupos Sham e CCI. #, denota diferenca entre os grupos CCI
com (20 pA/15 s) e sem estimulacdo (0 pA/15 s). Houve diminuicdo da dor neuropética
(aumentando o limiar) no primeiro tempo imediatamente apds a EECIP. LB1: linha de
base 1, antes dos procedimentos; Seta A: cirurgia de CCI ou Sham; LB2: linha de base 2,
apos 21 dias da CCI ou Sham; Seta B: apds a LB2, EECIP dos animais seguido do teste

de von Frey realizada até 20 minutos.

4.3.3 Efeito da Neuroestimulacdo do CIP disgranular sobre o teste de
acetona (alodinia ao frio)

Com o objetivo de investigar a participacdo da subdivisdo disgranular do CIP na
dor neuropética periférica crénica induzida pela CCl, foi realizada a estimulagéo elétrica
do CIP a 20 pA por 15 segundos contralateralmente ao membro posterior operado,
seguido pela afericdo da alodinia ao frio, através do teste de acetona em animais com

(CCI) ou sem (Sham) DNC.
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A estimulacdo elétrica no CIP (EECIP) disgranular diminuiu a alodinia ao frio,
causando analgesia nos animais avaliados através do teste de acetona apds 21 da cirurgia
de CCI.

O teste de analise de variancia Two-way ANOVA mostrou que houve significante
efeito sobre o limiar de alodinia ao frio no tratamento [F327) = 29,40; p < 0,001], tempo
[F,108) = 35,89; p < 0,001] e interagdo do tratamento versus o tempo [Fq2,108) = 13,41; p
< 0,001] em animais que passaram pela EECIP 21 dias apds o CCI ou Sham. A analise
post hoc do teste de multiplas comparacdes de Tukey evidenciou que 0 grupo sem
estimulo (0 pA/15 s) no CIP/CCI teve alodinia ao frio (pata direita) significativamente
maior quando comparado com o grupo sem estimulo (0 pA/15 s) no CIP/Sham (p <
0,001) (Figura 12A). Ou seja, a CCI foi eficaz em produzir a DNC em animais. No
entanto, evidenciamos que a neuroestimulacdo (20 pA/15 s) no CIP/CCI ndo diminuiu
significativamente a alodinia ao frio na pata direita dos animais, quando comparado com
0 grupo sem neuroestimulacdo (0 pA/15 s) no CIP/CCI (p > 0,05) (Figura 12A). Em
adicdo, quando a alodinia ao frio dos animais foram aferidas na pata esquerda, ndo houve

alteracdo dos limiares nociceptivos térmico dos animais CCI ou Sham (Figura 12B).
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FIGURA 13 - Efeito da estimulacao elétrica no CIP (EECIP) sobre o indice de alodinia
ao frio dos animais através do teste acetona 21 dias ap6s a CCl (n=8 com EECIP e n=7
sem EECIP) ou Sham (n=8 com EECIP e n=8 sem EECIP) realizada na pata direita (A) e
na pata esquerda (B). *, denota animais CCI com EECIP (20 pA/15 s) apresentando
aumento no limiar de alodinia ao frio imediatamente ap0s a estimulacdo. #, denota
animais CCI sem estimulacdo (0 pA/15 s) mantendo a alodinia ao frio e diferenca entre
animais CCI sem EECIP e com EECIP. LB1: linha de base 1, antes dos procedimentos;
Seta A: cirurgia de CCI ou Sham; LB2: linha de base 2, ap6s 21 dias da CCl ou Sham;
Seta B: ap0s a LB2, realizacdo da EECIP dos animais, seguido do teste de acetona até 30

minutos.

4.3.4 Efeito da Neuroestimulacdo do CIP disgranular sobre o teste de campo
aberto

Para avaliagdo da atividade locomotora e exploratoria, assim como do
comportamento associado a ansiedade, foi realizado o teste de campo aberto (open field

test) em que os animais foram colocados em uma arena circular por um periodo de 5
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minutos imediatamente apos a estimulacdo elétrica do CIP (EECIP). Neste processo, foi
observado que o comportamento de levantamento e cruzamento entre 0s animais de todos
0s grupos (CCI com e sem estimulacdo elétrica e Sham com e sem estimulacéo elétrica)
ndo se alteraram.

A analise ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis seguido do pés teste de Dunn
mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos CClI e
Sham com e sem estimulacdo [H= 4.878 p > 0,05, respectivamente], dados que podem ser
observados na figura 13A.

Em relacdo a avaliacdo do comportamento relacionado a ansiedade, 21 dias ap0s a
cirurgia, os ratos de ambos os grupos Sham e CCI com e sem EECIP foram testados no
teste de campo aberto para avaliar o tempo de permanéncia na area central e periférica do
aparato. Em relacdo ao tempo de permanéncia no centro da arena, ndo houve diferenca
estatisticamente significante [H=3.974; p > 0,05] entre os grupos. Muito embora néo
houve diferenca estatistica (p > 0,05), observamos uma tendéncia do grupo CCI com
estimulacdo em permanecer um tempo maior no centro da arena quando comparado com
animais CCIl sem estimulacdo (Figura 13B). Em relacdo aos animais Sham, hd uma
tendéncia de aumento do tempo de permanéncia no centro do campo aberto em relacdo
aos animais CCI sem estimulacdo (p > 0,05) (figura 13B). Em relacdo ao tempo de
permanéncia na periferia, também ndo houve diferenca significativa entre os grupos [H=

3,599; p > 0,05] (Figura 13C).
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FIGURA 14 - Representacdo dos resultados do teste de campo aberto para avaliar o
comportamento exploratério e locomotor (A) em uma arena circular entre animais sham e
CCI (cruzamentos e levantamentos) com (20 pA/15 s) ou sem (0 pA/15 s) a estimulacéo
elétrica do CIP, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Em (B
e C) representacdo dos resultados do teste de campo aberto para avaliar o tempo de
permanéncia no centro da arena e na periferia em animais CCIl e Sham com e sem

estimulacdo elétrica do CIP disgranular.
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4.4 Efeito do Bloqueio de receptores NMDA seguida pela estimulacéo elétrica

do CIP sobre a Modulacéo da Dor Neuropatica Cronica

4.4.1 Andlise histoldgica

Os resultados obtidos foram baseados apenas nas respostas de animais cujo
posicionamento do quimitrodo para microinjecdo do antagonista NMDA, o LY?235959 e
para a neuroestimulacédo elétrica estavam na regido disgranular do CIP. Na figura 14A, é
possivel observar a representacdo do local do quimitrodo de estimulacdo no CIP
disgranular. Os anagramas dos sitios de microinjecdo do antagonista e de

neuroestimulacdo elétrica do CIP disgranular estdo representados na figura 14B.
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FIGURA 15 — Representacdo dos sitios de microinjecdo do antagonista seletivo NMDA,

0 LY235959 e do sitio de neuroestimulacdo elétrica na regido disgranular do CIP

(EECIP), de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2005). A: Representagédo do

quimitrodo de estimulagdo no CIP disgranular. B: Representacdes esquematicas de sitios

da microinjecdo e da neuroestimulagdo elétrica histologicamente identificados no CIP

disgranular realizadas em animais com (CCI) e sem (Sham) dor neuropética crbnica
(DNC) (o) LY235959 2 nmol CIP + EECIP a 20 uA/15 s (CCl), (e) LY235959 4 nmol
CIP + EECIP a 20 pA/15 s (CCI), (o) Veiculo CIP + EECIP a 20 pA/15 s (CCI), (m)
Veiculo CIP + EECIP a 0 pA/15 s (CCI), (A) LY235959 8 nmol CIP + EECIP a 0 pA/15
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s (CCI), (0) LY235959 8 nmol CIP + EECIP a 20 pA/15 s (Sham), (¢) Veiculo CIP +
EECIP a 0 pA/15 s (Sham), (A) LY235959 8 nmol CIP + EECIP a 20 pA/15 s (CCl), ()
Veiculo CIP + EECIP a 20 pA/15 s (Sham), (#) LY235959 8 nmol + EECIP a 0 nA/15's
(Sham).

4.4.2 Efeito do bloqueio de receptores NMDA seguida da Neuroestimula¢éo do
CIP disgranular sobre alodinia mecanica (teste de von Frey)

Com o0 objetivo de investigar a participagdo dos receptores NMDA
glutamatérgicos da subdivisdo disgranular do CIP sobre a dor neuropética periférica
cronica induzida pela CCI, foi realizado o bloqueio dos receptores NMDA por meio da
microinjecdo de LY235959 nas concentracfes de 2, 4 e 8 nmol, seguida pela
neuroestimulacdo elétrica do CIP (EECIP) a 20 pA por 15 segundos contralateralmente
ao membro posterior operado, seguido pela afericdo da alodinia mecéanica, através do
teste de von Frey em animais com (CCI) ou sem (Sham) DNC.

A microinjecdo de LY?235959 na concentracdo de 8nmol bloqueou o efeito
analgésico produzido pela EECIP, mantendo o limiar de alodinia mecéanica baixo, quando
comparado com o grupo veiculo + EECIP nos animais avaliados através do teste de von
Frey 21 ap6s a cirurgia de CCI.

O teste de analise de variancia Two-way ANOVA mostrou que houve significante
efeito sobre o limiar de alodinia mecénica no tratamento [Fs41 = 14,29; p < 0,001],
tempo [Fu 164) = 165,6; p < 0,001] e interacdo do tratamento versus o tempo [F(o,164) =
3,217; p < 0,001] em animais que passaram pelo bloqueio seguido de EECIP 21 dias ap0s
a CCI. A andlise post hoc do teste de maltiplas comparacfes de Tukey evidenciou que 0
grupo que recebeu microinjecdo de LY?235959 na concentracdo de 8 nmol blogueou por
até 10 minutos o efeito analgésico produzido pela EECIP quando comparado com o

grupo veiculo + EECIP (p < 0,001). O blogueio dos receptores NMDA com 8 nmol
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seguido pela EECIP néo foi diferente do grupo que recebeu a microinjecdo de 8 nmol
sem EECIP, denotando que o blogueio farmacologico dos receptores NMDA por si s6 ndo
altera o limiar de alodinia mecanica (p > 0,05 em todos os tempos). Além disso, o
bloqueio prévio no CIP com a microinjecdo de LY235959 a 8 nmol foi diferente
estatisticamente quando comparado com o grupo de 2 nmol imediatamente ap6s a EECIP
(p < 0,001) (Figura 15A). Em adicdo, quando a alodinia mecénica dos animais foram
aferidas na pata esquerda, ndo houve alteracdo dos limiares nociceptivos mecanicos dos
animais CCI (p < 0,05) (Figura 15B).

Em relacdo aos dados de teste de von Frey em animais Sham, a analise de variancia
Two-way ANOVA mostrou que ndo houve diferenca estatistica significante entre os
grupos tratados com veiculo ou 8 nmol seguido pela EECIP [F@115 = 0,9172; p > 0,05],
tempo [Fa,115 = 4,995; p < 0,001] e interacdo do tratamento versus o tempo [F(2,115) =
0,4117; p > 0,05] em animais que passaram pelo bloqueio de receptores NMDA, seguido
de EECIP 21 dias apds o procedimento Sham. A analise post hoc do teste de mdltiplas
comparacgOes de Tukey evidenciou que ndo houve diferenca entre os grupos avaliados em

todos os tempos (p > 0,05) (Figura 16A-B).
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FIGURA 16 - Efeito do bloqueio de receptores do tipo NMDA com a microinjecdo do
antagonista seletivo LY235959 (a 2, 4 e 8 nmol/200 nL) no CIP disgranular, seguida pela
neuroestimulagdo elétrica (EECIP) sobre o limiar de alodinia mecénica dos animais,
através do teste de von Frey 21 dias apds a CCl (n=8) realizada na pata direita (A) e na
pata esquerda (B). #, denota diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo + sem
EECIP. *, denota diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo + EECIP. LB1:
linha de base 1, antes dos procedimentos; Seta A: cirurgia de CCI; LB2, ap6s 21 dias da
CCl ou foi aferido nova linha de base; Seta B: ap6s a LB2, foi realizada a microinjecao
de LY235959 ou veiculo, seguida de EECIP ou sem EECIP e o teste de von Frey foi

realizado até 20 minutos.
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FIGURA 17 - Efeito do bloqueio de receptores NMDA com a microinjecdo antagonista
seletivo LY235959 na dose de 8 nmol ou veiculo no CIP disgranular, seguida pela
neuroestimulacgdo elétrica (EECIP) sobre o limiar de alodinia mecénica através do teste
de von Frey 21 dias apds o procedimento Sham (n=4 a 8) realizada na pata direita (A) e
na pata esquerda (B) dos animais. LB1: linha de base 1, antes dos procedimentos; Seta A:
cirurgia Sham; LB2: ap6s 21 dias do procedimento Sham foi aferido nova linha de base;
Seta B: ap6s a LB2, foi realizada a microinjecdo de LY235959 ou veiculo, seguida por

EECIP e o teste de von Frey foi realizado até 20 minutos.
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4.4.3 Efeito do bloqueio de receptores NMDA seguida da Neuroestimulacdo do
CIP disgranular sobre o teste de alodinia ao frio (teste de acetona)

Com o objetivo de investigar a participacdo dos receptores NMDA
glutamatérgicos da subdivisdo disgranular do CIP sobre a dor neuropética periférica
cronica induzida pela CCI, foi realizado a microinjecdo do antagonista seletivo dos
receptores NMDA nas concentracfes de 2, 4 e 8 nmol, seguida pela neuroestimulacéo
elétrica do CIP (EECIP) a 20pA por 15 segundos contralateralmente ao membro posterior
operado. Em seguida foi aferido a alodinia ao frio, através do teste de acetona em animais
com (CCI) ou sem (Sham) DNC.

A microinjecdo de LY235959 na concentracdo de 8 nmol bloqueou o efeito
analgésico produzido pela EECIP imediatamente, mantendo o limiar de alodinia ao frio
baixo quando comparado com o grupo veiculo + EECIP nos animais apos 21 da cirurgia
de CCI. O teste de analise de variancia Two-way ANOVA mostrou que houve significante
efeito sobre o limiar de alodinia ao frio no tratamento [F41) = 2,554; p < 0,05], tempo
[Fa,164) = 92,09; p < 0,0001] e interagdo do tratamento versus o tempo [Fo,164) = 2,885; p
< 0,01] em animais que passaram pelo blogueio receptores NMDA, seguido da EECIP 21
dias apés a CCIl. A andlise post hoc do teste de mdaltiplas comparacbes de Tukey
evidenciou que o grupo microinjecdo de LY235959 na concentracdo de 8 nmol blogueou
o efeito analgésico produzido pela EECIP quando comparado com o grupo veiculo +
EECIP (p < 0,05). O bloqueio dos receptores NMDA com microinjecéo de LY235959 a 8
nmol, seguido pela EECIP nédo foi diferente do grupo que recebeu a microinjecdo de 8
nmol sem EECIP, denotando que o blogueio por si s6 ndo altera o limiar de alodinia ao
frio (p > 0,05 em todos os tempos). Além disso, o bloqueio prévio dos receptores NMDA
do CIP através da microinjecdo de LY235959 a 8 nmol foi diferente estatisticamente

quando comparado com o grupo LY235959 a 2 nmol imediatamente ap6s a EECIP (p <
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0,05) (Figura 17A). Em adi¢do, quando a alodinia ao frio dos animais foi aferida na pata
esquerda, ndo houve alteracdo dos limiares nociceptivos dos animais CCI (p > 0,05)
(Figura 17B).

Em relacdo aos dados no teste de acetona em animais Sham, o teste de andlise de
variancia Two-way ANOVA mostrou que ndo houve diferenca estatistica significante entre
0s grupos tratados com veiculo ou 8 nmol seguido pela neuroestimula¢do do CIP [F3 115)
= 2,608; p > 0,05], tempo [F@,115 = 5,890; p > 0,05] e interagdo do tratamento versus o
tempo [Faz2115) = 0,9816; p > 0,05] em animais que passaram pelo blogqueio seguido de
neuroestimulacdo elétrica no CIP 21 dias apds o procedimento Sham. A andlise post hoc
do teste de multiplas comparacdes de Tukey evidenciou que nao houve diferenca entre 0s

grupos avaliados em todos os tempos (Figura 18A-B).
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FIGURA 18 - Efeito do bloqueio de receptores NMDA através da microinjecdo do
antagonista seletivo LY235959 (a 2, 4 e 8 nmol/200 nL) no CIP disgranular, seguida pela
neuroestimulacdo elétrica (EECIP) sobre o limiar de alodinia ao frio dos animais através do
teste de acetona 21 dias ap06s a CCl (n=8) realizada na pata direita (A) e na pata esquerda (B).
#, denota diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo + sem EECIP. *, denota
diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo + EECIP LB1: linha de base 1, antes dos
procedimentos; Seta A: cirurgia de CCI; LB2: ap6s 21 dias da CCI foi aferido nova linha de
base; Seta B: apds a LB2, microinjecdo de LY235959 + EECIP foi realizada nos animais e o

teste de acetona foi realizada até 30 minutos.
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FIGURA 19 - Efeito do blogueio de receptores do tipo NMDA com a microinjecdo do
antagonista seletivo LY235959 na dose de 8 nmol ou veiculo no CIP disgranular, seguida
pela neuroestimulacdo elétrica (EECIP) sobre o limiar de alodinia mecénica através do
teste de acetona 21 dias ap0s o procedimento Sham (n=8) realizada na pata direita (A) e na
pata esquerda (B) dos animais. LB1: linha de base 1, antes dos procedimentos; Seta A:
cirurgia Sham; LB2: ap6s 21 dias do procedimento Sham foi aferido nova linha de base;
Seta B: apds a LB2, foi realizada a microinjecdo de LY235959 ou veiculo, seguido por

EECIP e o teste de von Frey foi realizado até 20 minutos.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, estudamos as bases neurais, fisiologicas e farmacoldgicas que
envolvem o CIP disgranular na modulacdo da dor em animais com DCN, abordando a
neuroestimulacdo desta area cortical como forma de melhor a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na neuromodulacdo e em processos antinociceptivos. Assim,
utilizamos modelo de mononeuropatia periférica adaptado por Medeiros e colaboradores
(20194, b; 20204, b, c, d; 2021), que compreende apenas uma ligadura ao redor do nervo
isquiatico. Este modelo de neuropatia foi capaz de induzir alodinia mecénica e térmica
em ratos Wistar observado através dos testes de von Frey e acetona 21 dias ap6s a CCI.

Os mecanismos que envolvem ativacdo periférica e espinal sdo mais bem
estudados do que oS mecanismos corticais e supraespinais, tornando-se objeto de
interesse em nosso laboratorio avaliar a participacdo dessas areas nha geracao,
amplificacdo e modulacdo da dor cronica (DC) e dor neuropatica (DN). Esse dano, tal
qual a lesdo de nervo, gera no membro correspondente hipersensibilidade mecanica e
térmica, capazes de induzir alteragdes comportamentais sensorias, como alodinia,
hiperalgesia e dor espontanea (BENNETT e XIE, 1988).

Nossos resultados também demonstraram que a neuroestimulacéo elétrica a 20 pA
por 15 s da subdivisdo disgranular do CIP (EECIP) foi capaz de influenciar a alodinia
mecanica e térmica (frio) da pata traseira, ocasionando um aumento dos limiares de
alodinia mecénica e ao frio imediatamente ap6s a neuroestimulacdo. A analgesia teve
duracdo de 10 minutos, e apos este periodo, houve diminuicdo da analgesia, porem, nao
retornando totalmente aos limiares condizentes com a alodinia basal verificada na linha
de base 2 no presente estudo.

Sabe-se que estimulos dolorosos ativam o Cl e a maioria dos estudos por

imageamento cerebral indicam que a ativacdo é bilateral, porém, pouco se sabe sobre 0s
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mecanismos modulatorios que envolvem essas respostas (OSTROWSKY et al, 2002).
Além disso, observa-se que o Cl é constantemente ativado em condi¢cdes de DN
(APKARIAN, BUSHNELL et al. 2005).

H& um crescente interesse pela compreensdo dos mecanismos envolvidos na
neuromodulacdo, e até 0 momento, a regido do cortex motor primario (M1) constitui em
uma area cortical de interesse na clinica, uma vez que esta envolvido com a ativacdo de
projecdes cortico-talamicas, que ativariam o tdlamo lateral, e consequentemente, ativando
areas como CCA, CI, cortex orbitofrontal. Todas as vias mencionadas acima, uma vez
participando da circuitaria neural, podem ativar as vias do sistema descendente inibitorio
de dor (GARCIA-LARREA e PEYRON, 2007). Portanto, considerar essas areas nao-
motoras como futuros alvos de investigacdo ampliara os conhecimentos sobre modelos

pré-clinicos e clinicos para atenuacao de dor.

Um estudo com 1.768 pacientes utilizando meta-analise de ressonancia magnética
funcional conduzido por Kurth e colaboradores (2010), revelou que a insula média e
posterior era crucialmente ativada apds os estimulos dolorosos induzidos por temperatura,
estimulacao elétrica, fisica ou hipersensibilidade e em diferentes partes do corpo.

De acordo com Dimov e colaboradores (2018), a estimulacdo do CIP disgranular e
agranular aumentou substancialmente o limiar analgésico, revertendo a hipersensibilidade
mecanica e evidenciando que receptores opiodides e canabinodides podem estar envolvidos
na mediacao da neuroquimica desta antinocicepcdo. O estudo realizou Unica estimulacédo
elétrica em animais com DN com duracdo de 15 min (frequéncia de 60 hz, largura de
pulso 210 ps), contudo, ndo foi informado o tempo de duragcdo dos efeitos
antinociceptivos. Outro achado deste estudo, envolve a expressdo aumentada dos
receptores opidides e canabindides na coluna dorsolateral da SCP, um importante nicleo

do sistema endogeno de inibicdo de dor. Em nosso estudo, afim de se compreender 0s
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mecanismos envolvidos na analgesia, realizamos a estimulacdo elétrica do CIP
disgranular por 15 segundos (largura de pulso 300 ps), e obtemos efeito analgésico por 10
minutos em animais com DNC 21 dias apés a CCI.

Compreender a influéncia dos parametros utilizados durante a estimulacdo é de
grande importancia (MORO e cols.,, 2002; DESBONNET e cols.,, 2004,
KRINGELBACH e cols., 2007; MAEDA e cols., 2009,). A frequéncia, sobretudo, tem
substancial influéncia na ativacdo dos elementos neurais. Além disso, a frequéncia e
largura de pulso comumente usadas em pesquisas com animais sdo semelhantes as usadas
na pratica clinica (SESIA e cols., 2008, 2010; KLAVIR e cols., 2009, 2011; HAMANI e
cols., 2010a, b; ROUAUD e cols., 2010).

Um papel neuromodulatério da subdivisdo agranular do CIl sobre a
termonocicepgdo foi evidenciada. Através da inibicdo cortical por meio do aumento local
da neurotransmissao inibitéria GABAérgica (via ativacdo de receptores GABAA), causa a
ativagdo do sistema descendente modulatorio e inibe as aferéncias de neurdnios espinais
nociceptivos, aumentando assim, o limiar de dor em roedores. Em contrapartida, a
ativacdo de receptores GABAg produz hiperalgesia por meio de projecdes entre o Cl com
o complexo amigdal6ide (JASMIN e cols., 2003).

No contexto do envolvimento de estruturas sub-corticais citadas acima, a
regulacdo do medo e ansiedade também pode ser mediada por projecdes do CIP para o
complexo amigdaldide, sobretudo, o nucleo lateral e central. Esse mecanismo neural,
torna o CIP bastante representativo ndo somente sobre estados corporais e sensoriais, mas
abrangendo estados afetivos e emocionais que podem exercer regulacdo e modulacdo da
dor (GEHRLACH e cols., 2019).

Em nosso estudo, foi observado que os animais com DNC se mantiveram na

periferia da arena de campo aberto durante os 5 minutos avaliados. E quando foi
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realizado a estimulacdo elétrica do CIP disgranular, houve uma tendéncia maior de
exploracdo do centro da arena, denotando um comportamento associado como menos
ansiedade. De acordo com Gehrlach e colaboradores (2019), a estimulacdo optogenética
do CIP ativa neurdnios glutamatérgicos que medeiam comportamentos relacionado a
ansiedade. Eles concluiram que o aumento da atividade do CIP causou efeito ansiogénico
com reducdo da exploracdo, em contrapartida, a inibicdo desta circuitaria de neurbénios
glutamatérgicos no CIP, aumentou a exploracdo dos bragos abertos no labirinto em cruz
elevado.

Com esses dados, temos importantes evidéncias de que o CIP pode ser uma
importante regido cortical envolvida na elaboracdo de comportamentos do tipo ansiosos e
de que antagonista glutamatérgicos nas regides mais caudais do CIP, causa efeito
ansiolitico e nas regides mais rostrais do CIP, causa efeitos ansiogénicos. Esses achados
podem ser explicados parcialmente em decorréncia de diferentes populacdes neuroniais
encontradas ao longo do eixo rostro-caudal da insula e o fluxo de informacdes da regido
caudal para rostral, alterando assim, a conectividade e funcionalidade (Méndez-Ruette e
cols., 2019).

Ha relatos na literatura mostrando a eficacia do sistema glutamatérgico em uma
variedade de fungdes: como no desenvolvimento neural, na plasticidade sinaptica, no
aprendizado, na memodria, e incluindo, em condi¢des de DN (VALLI, 2014). De fato, o
Cl possui receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, e nessas diversas funcbes
supracitadas, apresentou ativacdo cerebral em um contexto de aprendizagem, associados
a melhores resultados comportamentais mediante administragdo de D-cicloserina, um
agonista NMDA (KLASS e cols., 2017).

A rede cortical de processamento da DNC pode envolver o CIP (APKARIAN,

BUSHNELL e cols., 2005). Demonstramos através de estudo imunohistoquimico, que 0s
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receptores do tipo NMDA estdo presentes na camada disgranular do CIP em animais com
DN cronica e acordo com o estudo neurofisioldgico realizado no presente trabalho, a
microinjecdo do antagonista seletivo de receptores do tipo NMDA, o LY 235959 (na maior
concentracdo de 8 nmol), foi capaz de bloquear o efeito analgésico produzido pela
EECIP. Os limiares de alodinia mecéanica e térmicos foram mantidos baixos
imediatamente ap6s a EECIP. Quando a mesma concentracdo de LY235959 (8 nmol) foi
microinjetada sem a presenca da EECIP, ndo houve alteracdo do limiar de alodinia
mecanica e alodinia ao frio, comprovando assim, que a droga por si s6 ndo causou
alteracdes nos limiares de dor.

Com isso, observamos uma evidéncia que este receptor possui relacao e participa
da elaboracdo das respostas analgésicas em estagios crénicos de DN, como apo6s 21 dias
de CCI em roedores. Esses resultados confirmam parcialmente nossa hipotese do
trabalho, e apoia a visdo de que a analgesia induzida pelo EECIP envolve redes neurais
dependentes do glutamato e da ativacdo dos receptores do tipo NMDA.

Receptores glutamatérgicos sdo encontrados em areas corticais somatossensoriais,
motoras e no cértex cingulado anterior (ACC). Desempenham um importante papel na
modulagdo da dor aguda e inflamatdria. Através de seus mecanismos centrais, ha a
inibicdo do aumento da transmissdo de estimulos nociceptivos da pata inflamada (NETO
e cols., 2001). Além disso, ZHUO (2016), evidenciou anatomicamente que 0s neurénios
do ClI e ACC provavelmente interajam contribuindo para o processo central da
informagédo dolorosa.

Em adic&o, foi demonstrado que a estimulacdo elétrica do CM ativa neurdnios do
CIP, resultando em uma regulacéo positiva do limiar de dor, exercendo influéncia direta
sobre o talamo posterior e o0 sistema descendente inibitorio de dor via ativacdo da SCP.

Estes achados também mostram mudangas na atividade das estruturas corticais e
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subcorticais envolvidas no processamento e modulacdo da dor (KISHIMA e cols., 2007).
Também, ha relatos de alteracbes na expressdo de proteina c-FOS, que se mostra
aumentada ao redor do eletrodo e do local de estimulacdo, demonstrando aumento na
atividade neuronial observada apds estimulagéo elétrica da insula; isto pode influenciar
diretamente a ativacdo da via descendente inibitoria da dor por meio de conexdes com
areas relacionadas a neuromatriz da dor (ALONSO-MATIELO e cols., 2021).

O CM é um importante alvo de pesquisadores, e hd um estudo mostrando que a
estimulacdo elétrica do My atenua a alodinia mecanica em roedores com DNC, através da
participacdo e do recrutamento de receptores NMDA da SCPdm (NEGRINI-FERRARI e
cols., 2021).

Os mecanismos farmacoldgicos envolvem canais ligados a receptores NMDA p0s-
sinapticos, que tendem a permanecer abertos por mais tempo, permitindo assim, um fluxo
significativo de calcio e uma répida retirada de glutamato da sinapse por seus
transportadores. Este mecanismo é necessario para a neurotransmissao excitatoria normal
e prevencdo contra toxicidade induzida por glutamato. E provéavel que o Cl também
compartilhe vias de sinalizacdo dependentes de célcio em condi¢des de lesdo periférica e
do nervo espinal, podendo desencadear uma regulacdo positiva dos receptores NMDA e
produzir a LTP (ZHUO, 2016).

N&o obstante, varias evidéncias na literatura vém mostrando diferengas funcionais
da participacdo das subregides do CI em condi¢fes dolorosas e comportamentais. A
inibicdo do aumento de receptores NMDA ou GIuN2B no CI anterior, através de
antagonistas, pode prevenir ou atenuar a DN. A microinjecdo unilateral de antagonistas
ionotrépicos do receptor de glutamato restaura para valores nociceptivos relacionados aos

valores pré-lesdo. Além disso, 0 aumento dos niveis endogenos de GABA ou 0 aumento
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da sinalizacéo nos receptores glicinérgicos inibitorios tiveram efeitos semelhantes aos dos
antagonistas do receptor de glutamato (WATSON, 2016).

De outro modo, ha relatos de que lesdes excitotdxicas do CIP, causando morte
celular através da microinjecdo de NMDA na subdivisdo granular caudal (CIGC), causa
efeito antialodinico (BENISON e cols., 2011). A hipotese para esta modulacao € via trato
cortico-espinal, uma projecdo que apresenta densas projecdes intracorticais para o cortex
sensorio-motor, onde é a origem do trato (MILLER, 1987). De acordo com BALIKI, e
cols., em 2003, o trato cortico-espinal contém fibras eferentes descendentes que podem
provocar dor crénica. Além disso, o bloqueio do cortex sensorio-motor produz atenuagao
da alodinia em ratos a longo prazo.

O CI esté intimamente conectado com diversas areas corticais (GERBELLA e
cols., 2011, LUPPINO e cols., 1993, MESULAM e MUFSON, 1982b ; MUFSON e
MESULAM, 1982 ; MORECRAFT e cols., 2004), sua porcao média e posterior recebe
duas vezes mais entradas dos cortices sensoriais, além de projetar neurbnios excitatorios e
inibitorios para estriato envolvidos com a modulacdo de respostas motoras, para 0
complexo amigdaléide (bidirecionalmente) e para o tdlamo (GERHLACH e cols., 2020).
Evidéncias também sugerem um papel especifico do cdrtex opérculo-insular na
termonocicepc¢do (insula granular posterior), onde a estimula¢do magnética transcraniana
(TMS) (por corrente Teta Burst induz a reducéo bilateral da capacidade de perceber a dor
pelo calor pelas fibras Ad (termonociceptor) 20 min apds a estimulacdo a laser em
individuos saudaveis estimulados (ALGOET & MOURAUX, 2018). A TMS reduz as
respostas dolorosas ao frio, além de ser uma técnica segura e bem tolerada, de acordo
com Ciampi e colaboradores, em 2012.

Em adicdo, o CIGC contém eferéncias para S: e sugere a existéncia de um loop

espinal-CIGC-S;. De fato, o trato cortico-espinal, é postulado como sendo um
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componente chave na manutencdo da alodinia. Em nossa histologia, os sitios de
neuroestimulacdo elétrica do CI, embora estivessem concentrados todos na parte
posterior, ndo se concentraram nessa porcdao mais caudal, o que pode nos trazer
informacdes adicionais sobre diferencas funcionais das subdivisbes no que se refere a
modulacdo da dor. E sabido que para estados de ansiedade, de acordo com Méndez-
Ruette e colaboradores (2019), pode haver diferentes populacdes de neurbnios ao longo
do eixo rostro-caudal que permitem essas caracteristicas especificas, e por fim, fornece
uma base neuroanatdmica e funcional para explicar os achados.

Uma conexdo do CIP disgranular com o S; é confirmada por nosso estudo
neuroanatémico atraves da microinjecdo do neurotracador fluorescente BDA conjugado
com cascade blue. Abre-se assim, novas possibilidades para a compreensdo dos
mecanismos neurais e fisiopatologicos da analgesia encontradas no presente trabalho.
Uma vez que as regides insulares e somatossensorais, também chamadas de cortex
opérculo-insulares sdo cruciais para a sensacdo de dor, o estudo com a aplicacdo de TMS
sobre estas regides diminui a sensibilidade de dor, além de reduzir dor visceral crbnica e
aumentar o limiar nociceptivo (VALMUNEN e cols., 2009).

Adicionalmente, nosso estudo neuroanatdmico também evidenciou a presenca de
projecbes do CIP disgranular com nucleos reticulares localizados na ponte. O
neurotragador ndo-fluorescente BDA 3000 bidirecional microinjetado no CIP disgranular,
mostrou neurdnios positivos para 0 neurotragador com a marcacdo de corpos celulares,
fibras e axdnios em ndcleos pontinos, no tronco encefalico, como o nucleo reticular
pontino caudal (PnC), o nucleo reticular parvicelular, parte alfa (PCRtA) e com a area
tegmental dorsomedial (DMTQ).

Com relacdo ao PnC, localizado na formacdo reticular da ponte, € ativado em

condicdes de mononeuropatia periférica (CCI), participa da modulagdo nociceptiva
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(DEMARCO e LYDIC, 2003) e recebe aferéncias GABAérgicas vindas do Cl. Neurdnios
da parte caudal do nucleo reticular pontinho se projetam para neurénios motores espinais,
e portanto, possuem uma interface sensdrio-motora; além disso, expressam
neurotransmissores  glumatatérgicos excitatorios oriundos do nudcleo tegmental
penddculopontino (PPTg), coliculos superior e inferior (KOCH and SCHNITZLER,

1997).

O PCRtA € relativamente pouco estudado, mas que também integra funcgdes
sensoriais e motoras e estabelece conexfes com o PnC, cuja conexdo encontramos em
nosso trabalho. Estas conexdes formam um circuito autondmico/limbico/nociceptivo com
alto fluxo de conectividade com o ClI (CAUZZO e cols., 2021). Contudo, h& poucas
evidéncias da neuroanatomia conectiva do DMTg, sendo esta area ainda ndo explorada
em modelos experimentais e em condicBes de dor. Juntas, essas conexdes sugerem que a
area disgranular do CIP esta envolvida na integracdo da atividade sensorio-motora e estdo
relacionadas com a regulacdo do comportamento afetivo-emocional como demonstrado
em um estudo de estimulacao elétrica (CARUABA e cols., 2011)

A insula disgranular e agranular também apresentam projecfes com as camadas
laterais e dorsolaterais da SCP, conexdes estas que nao foram observadas em nosso
estudo, no entanto, confirmados em estudos preliminares em primatas (SALEH e cols.,
2019). Estas colunas da SCP, estdo envolvidas com o controle da dor através da analgesia
opidide e da interacdo com receptores NMDA glutamatérgicos (FUNDYTUS, 2001).

De acordo com Sukhotinsky et colaboradores (2006), uma regido descrita como
area de anestesia tegmental mesopontina localizada no tronco cerebral contém diversos
nacleos envolvidos com percepgdes nociceptivas. Estas areas apresentam multiplas
projecdes descendentes, sendo a mais proeminente a medula ventral rostromedial (RVM)

e menos densas em regido de locus coeruleus (LC) e suas adjacéncias. Dentre essas areas
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adjacentes estdo os nucleos encontrados em nosso estudo, o0 PnC, que se conecta com o
Cl, e € associada a modulacdo da dor. Sendo assim, essas conexdes podem exercer acoes
antinociceptivas por meio um relé da via bulboespinal e da ativacdo de nucleos do
sistema enddgeno de modulacdo de dor, tais como a SCP, 0 NDR e o LC (vide Freitas e
cols., 2005).

Estas evidéncias neuroanatdmicas podem fornecer explicacdo e base neural do
controle cortical na elaboracdo da analgesia (LINNMAN e cols., 2012). Em resumo,
evidenciamos que a subdivisdo disgranular do CIP esta envolvida na modulacdo da DNC
em animais com lesdo por injaria do nervo isquiatico (CCI). A neuroestimulacdo do CIP
disgranular atenua a alodinia mecénica e ao frio em animais com DNC. O bloqueio prévio
dos receptores NMDA, seguido da EECIP, diminui a analgesia induzida pela
neuroestimulacéo cortical. Observamos, também, neurénios da camada disgranular do CIP
que se conectam com nucleos localizados no tronco encefélico especificamente na ponte, e
entdo, podem modular a experiéncia dolorosa em animais com DNC conforme ilustrado na
figura 19. A dor compreende  multiplos  componentes, sendo eles
discriminativos/avaliativos, motivacionais, afetivos e cognitivos, e diversas areas
encefalicas envolvidas na percepcdo e na modulacdo da dor vem obtendo interesse de
estudo. Considerando que o CIP é uma éarea cortical que vem recebendo atencdo da
pesquisa pré-clinica e clinica e tem a capacidade inerente de integrar amplo conjunto de
informacBes sensoriais, afetivas e emocionais e conexdes eferentes para modular a dor
crbnica, mostramos que a camada disgranular do CIP pode ser um alvo para

neuromodulacdo em condigdes de dor neuropética e dor cronica.
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FIGURA 20 - Efeito da estimulacdo elétrica do cértex insular disgranular (EECIP) e do
bloqueio dos receptores NMDA + EECIP na alodinia mecénica e térmica sobre a DN
crénica induzida por CCI do nervo isquiatico. A: linhas de base dos testes de von Frey e
Acetona e cirurgia de lesdo por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCI) ou do
procedimento Sham (“falso operado”). B: EECIP foi realizado a 20 pA, 100 Hz durante
15s por meio do dispositivo de estimulacdo encefalica profunda (DBS) apds 21 dias de
CCIl. C: O bloqueio de receptores NMDA foi realizado atraves da microinjecdo de
LY235959 no CIP apds 21 dias de CCI, seguido entdo pela EECIP; D: ProjecGes
neuroanatémicas do CIP para os nucleos pontinos (PnC, PCRtA e DMT(Q) e para 0 Sz quem
podem contribuir para o processo de sinalizacdo da DN cronica. A EECIP atenua a DN
cronica, e o sistema glutamatérgico NMDA no CIP pode estar envolvido na elaboracdo da
antinocicepg¢édo induzida pela EECIP em roedores com dor neuropéatica e crbnica. E:
Marcacdo de receptores do tipo NMDA no CIP disgranular.
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NMDAr - N-methyl-D-aspartate receptors
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PICS — Posterior insular cortex stimulation

CEUA - Ethics Committee for the Use of Laboratory Animals

Highlights

o CCI of the sciatic nerve evokes mechanical and cold allodynia in rats;

o Insula cortex electrical stimulation attenuates the cold allodynia in CCl rats;

o Insula cortex electrical stimulation decreased the mechanical allodynia in CCI
rats;

o NMDA plays a role in antinociception induced by insula-electrical stimulation;

o Insula is connected to Sy, PnC, PCRtA and DMTg nuclei.
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ABSTRACT

Background and aims: Posterior dysgranular insular cortex (PIC) stimulation
(PICS) has been investigated as a new putative cortical target for non-pharmacological
therapies in patients with chronic and neuropathic pain (NP). This work investigates the
neural bases of insula neurostimulation-induced antinociception and glutamatergic
neurochemical mechanisms recruited by the PICS in neuropathic animals. Methods: Male
Wistar rats were submitted to the von Frey and acetone tests to assess mechanical and
cold allodynia after 21 days of chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve or
Sham-procedure (“false operated™). The fluorescent bidirectional BDA (3000) neurotracer
(cascade blue: BDA-CB) or non-fluorescent (BDA) was microinjected into the CIP. The
electrical (e) PICS was performed at low frequency (20 pA, 100 Hz) for 15s by a deep
brain stimulation (DBS) device. PIC N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAr) blockade
with the selective antagonist LY235959 (at 2, 4 and 8 nmol/200nL) followed by PICS
was investigated in CCI rats. Results: PIC sends projections to the caudal pontine
reticular nucleus (PnC), alpha part of the parvicellular reticular nucleus (PCRtA),
dorsomedial tegmental area (DMTg) and S.. PICS decreased both mechanical and cold
allodynia in rats with chronic NP. Blockade of NMDA receptors in the PIC with
LY235959 at 8 nmol attenuated PICS-produced antinociception. Conclusion:
Neuroanatomical projections from PIC to pontine reticular nuclei and S may contribute
to chronic NP signalling. PICS attenuates the chronic NP, and the NMDA glutamatergic
system into the PIC may be involved in PICS-induced antinociception in rodents with NP
conditions.

Keywords: Posterior dysgranular insular cortex (PIC); cortical neurostimulation;

NMDA glutamatergic receptors; chronic constriction injury; chronic neuropathic pain
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1. Introduction

Considered a health crisis due to its high prevalence and associated physical and
emotional disability, chronic pain (CP) is one of the leading causes of disability in many
regions of the world® 2. Neuropathic pain (NP) is a critical and prevalent chronic
condition in the adult population, and its chronicity affects about 20% of people 3.

Several healthy professional efforts to produce clinical practise guidelines for NP
treatment through opioids, anticonvulsants, antidepressants, NMDA antagonists, and non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) administrations. However, due to
methodological and conceptual reasons, its applicability becomes limited, resulting in
low efficacy in pain relief and consequently people's poor quality of life . While these
therapies are sufficient to control pain in many cases, up to 40% of patients become
resistant and remain symptomatic °.

Considering cases in which the condition is refractory to pharmacological
treatment, neuromodulation is an alternative therapeutic for the treatment of CP and NP.
Significant advances and attention have been obtained for its effectiveness in treating
several pain syndromes since the 1990s, such as the cortical epidural stimulation & 78, It
was demonstrated that electrical stimulation of the motor cortex (ECM) induced
antinociception in naive rats due to inhibition of thalamic nuclei and disinhibition of the
periagueductal grey matter (PAG) and mediated by the ventral posteromedial nucleus
(VPM) of the thalamus in rats with chronic constriction injury of the nervus ischiadicus
(sciatic nerve) °.

The primary motor cortex (Mg) electrical stimulation (MCS) attenuated cold
allodynia in rats with chronic NP 21 days after CCI °. In addition, Negrini-Ferrari and
colleagues (2021) showed that the M; cortex glutamatergic system is also involved in the

modulation of chronic NP in the model of nerve injury in rats. The antinociceptive effect
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of MCS may depend on glutamate signalling recruiting NMDAr located on the dorsal
collum of PAG neurons in rodents with chronic NP 1,

There is a growing interest in understanding the mechanisms involved in
neuromodulation. Therefore, considering these non-motor areas as potential research
targets, exploration of the activity of new cortical telencephalic areas will expand
knowledge about putative preclinical and clinical models for pain attenuation. Evaluating
the involvement of the PIC as a possible neural target regarding the procedures for
producing analgesia can be crucial.

Studies point to the posterior insular cortex (PIC) role in pain control, especially
in patients with chronic and NP. These patients may have abnormal cortical activity
ipsilateral and contralateral stimuli*?>. They may differentially respond to thermal and
mechanical pain perceptions evoked by laser stimulation 3. It is known that painful
stimuli activate the insular cortex (IC), and most functional imaging studies indicate that
the insular activation is bilateral. However, little is known about the modulatory
mechanisms of these responses 4. Furthermore, brain imaging studies show that the IC is
constantly activated under NP conditions °.

Glutamatergic neurotransmission recruiting NMDAr interacts in several functions
such as neural development, synaptic plasticity, learning, memory and especially NP
conditions 8. Increased glutamate concentrations can contribute to pain and central
sensitisation and increase levels in NP conditions ' 8 In contrast, increased brain
activation is observed in fMRI studies with the administration of d-cycloserine, an NMDA
agonist, in the learning context, denoting better behavioural outcomes °.

In this sense, studying the effect of PICS (by DBS device) and the NMDA
receptors selective antagonist LY235959 microinjections effects on PICS-induced

antinociception modulation becomes interesting. The present study addresses these issues
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by studying the effects caused by both PICS and blockade of NMDA receptors focused on
the dysgranular layer of the PIC in laboratory animals submitted to an experimental

neuropathy procedure.

2. Material and Methods

2.1.  Animals

Male Wistar rats (N = 83 ), initially weighing approximately 100 g (~40 days),
supplied by the Central Animal Facility of the University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto
Campus, were used. They were housed in the vivarium of the Department of Surgery and
Anatomy of Ribeirdo Preto School of Medicine of the University of Sdo Paulo (FMRP-
USP), under a 12/12 h light/dark cycle, in controlled temperature (22 + 2 °C) and
humidity (55%), with free access to water and feed, made available ad libitum. The
handling of animals followed the Ethical Principles in Animal Experimentation. The
project was submitted to the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of the
FMRP-USP, which follows federal law No. 11.794, of October 8, 2008. The experiments
were carried out according to the ethical principles, elaborated by the Animal

Experimentation Ethics Committee, approved by FMRP-USP (Process: 241/2019).

2.2.  Nociceptive test: mechanical allodynia threshold

The von Frey filament test (North Coast, USA) was used to assess the nociceptive
threshold to mechanical stimulation. It consists of a set of nylon monofilaments of
various thicknesses, which exert different degrees of force when applied to the plantar
surface of the paw. Thus, allowing the evaluation of the amount of force necessary to

evoke the withdrawal behaviour .
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The animals were individually placed in acrylic boxes, measuring 23x20x18 cm,
arranged on a table with a non-malleable steel grid floor, with 5 mm? of space between
the meshes. The tip of the stimulation rod was applied Between the floor meshes on the
centre of the plantar hind paw of each rat until the animal displayed the response of
withdrawal of the stimulated paw. This procedure was performed on the injured right paw
of each CCI animal (ipsilateral paw) and the left paw (contralaterally to the CCI or Sham
surgery).

The von Frey test baseline 1 (before CCl or Sham surgeries) was recorded 30
minutes after laboratory animals acclimatized in the experimental apparatus; von Frey
test baseline 2 was performed 21 days after the CCl or Sham procedure before each
pharmacological treatment or insular cortex stimulation. The open-field test was
performed for 5 minutes before and after the pharmacological treatment or deep brain
stimulation in the PIC. Furthermore, 5 min after the open field test, the von Frey test was

performed for 30 minutes in rodents every 10 minutes (Figure 1).

2.3.  Nociceptive test: Acetone Test (Cold Allodynia model)

The acetone test (AC) was used to assess cold stimulus allodynia. In the test, the
rats were positioned on a platform (the same used in the von Frey test) in which the lower
surface of the animal's paw was accessed. 0.5 ml of 100% acetone was administered to
the plantar surface of the rat's hind paw, starting from the bottom of the grid. The
nociception afferent is given by a score that consists of 3 classes: 0 - no movement; 1 -
rapid and sudden movement of the paw; 2 - the repeating movement of lifting the paw; 3
- paw movement followed by licking 2% If the animal behaviour is sketched in 20

seconds, it is observed by measure plus 20 s the sum of the behaviours sketched in 40
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seconds, Repetition in three nociceptive times of the test. If the score in 20 s is 0, no more
20 s are needed.
Acetone was also applied to the animal's left paw, which is contralateral to the

CClI or Sham surgery (Figurel).

2.4, Open Field Test

The open field apparatus consists of a circular crystal acrylic arena (97 cm in
diameter and 32.5 cm high walls, open-top and floor divided into 19 similar sections).
Each animal was placed gently in the centre of the enclosure, and the motor behaviour
was recorded by a handcam (Sony Handycam) for 5 minutes immediately after the PIC
electrical stimulation. The test evaluated the environmental exploration and general

locomotor activity (the number of crossings surveys) 2.

2.5. Surgery for chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve

procedure

To induce experimental peripheral mononeuropathy, the animals were submitted
to the procedure of chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve, as previously
described by Bennett & Xie?®, modified by Sommer & Myers?* and adapted by Medeiros
etal. 2%,

Initially, the animals were anaesthetised by intramuscular (IM) administration in
the left hind paw, using a solution in the proportion of 0.1 ml of ketamine at 92 mg/kg
(Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Brazil), for 0.2 ml of 9.2 mg/kg xylazine
(Hertape/Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brazil). The animals are placed on a table with
the backup, and the right hind paw will be held by tape. Trichotomy of this paw and skin

disinfection with iodine-polvidin were performed. Then a 15-mm longitudinal incision
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was made at the height of the thigh, dorsolateral region, at the level of the
trocanter/femur. The right sciatic nerve was accessed and exposed through muscular
dissection of the greater gluteus and femoral biceps. A simple ligation was performed, an
experimental model adapted from Medeiros et al. > % with 4-0 Cat-gut thread in the
sciatic nerve of the right paw proximal to the sciatic nerve trifurcation. The tension
generated in the ligation was of mild intensity, sufficient to cause mild ischemia without
interrupting total blood flow. The skin incisions were sutured with 5-0 mononylon suture,
and then hydrogen peroxide was passed on the right hind limb of the rodent. The "false
operated™” control group (Sham) underwent all surgical procedures by exposing the right

sciatic nerve but without its ligation (without the CCI) (Figure 1).

2.6.  Stereotaxic surgery

Fourteen days after CCI or Sham surgery, the animals (n=8) were taken to the
stereotaxic apparatus (Insight, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil), where the temporal
boulder and upper incisors fixed their heads. Before exposing the skullcap, the skin and
subcutaneous tissue were anaesthetised with a 2% lidocaine solution (0.1 mL, s.c.). The
periosteum was removed, and the skullcap dried with 10% H.02. An electrode was
implanted in the posterior insula cortex (PIC) for deep brain stimulation (DBS)
procedure, or a chemitrode (electrode with a guide-cannula) was used for microinjection
of drugs (before the electrical stimulation) directly into the area functionally associated
with the hind limb, according to the following coordinates: AP= - 0.48 mm; ML = 5.8
mm and DV = 6.9 mm for electrode and DV = 5.9 mm for chemitrode with guide
cannula, according to the Atlas of Paxinos and Watson 2. For intracortical
microinjections of drugs, the guide-cannula must be 15 mm, the injector needle 16 mm

long, and for PICS, a 16 mm electrode was used.
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After implantation, either the electrode or the chemitrode was fixed to the calvaria
with a self-curing acrylic prosthesis, which, in turn, was anchored by two stainless steel

furniture screws (Figure 1).

2.7 Electrical stimulation of Dysgranular Layer of the PIC (PICS)

One week after stereotaxic surgery (for implantation of the electrode in the
dysgranular layer of the PIC), the animals were placed in a circular arena (60 cm in
diameter and 50 cm in height with the floor divided into 12 sections), with the
experimental compartment illuminated with 40-W of a fluorescent lamp (350 Ix at arena
floor level). Then, the electrode implanted in the PIC was connected to a stimulus
generator (STG3008-FA, multichannel system, Germany) which allowed the application
of pulse current (cathode pulse width 100us, pulse interval 100, and anodic pulse width
of 100us, repeating for 15 seconds). Brain stimulation was performed at the intensity in
steps of 20 pA for 15 seconds. After this procedure, the animal was taken to the von Frey
apparatus to measure mechanical allodynia and hypersensitivity to cold in animals with
and without NP. Each animal was used only once and received electrical stimulation once
in the PIC. An additional group was performed, with electrode implantation, but without
PICS. The effect of insular cortex deep brain stimulation on mechanical allodynia test
(von Frey test) and cold sensitivity test (acetone test) in animals with chronic NP was
evaluated for up to 30 minutes after PIC neurostimulation. After three days, the animals
were stimulated and placed in the open field test to assess both locomotor and exploratory

responses and anxiety-related behaviour for 5 minutes (Figure 1A).

2.8  Blockade of NMDA receptors followed by PICS
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After 7 days of stereotaxic surgery for implantation of a PIC chemitrode, 200nL
of LY235959 (2, 4 and 8 nmol) were microinjected in PIC to verify the effect of the PIC
NMDA receptor blockade in NP rats. For microinjection into the PIC, a thin needle
(Mizzi) connected to an 10 pL syringe (Hamilton, Reno, Nevada, USA) was inserted into
the chemitrode. It is end reached 1 mm below the guide cannula. A polyethylene catheter
was attached to the needle to monitor the microinjections, which were made through a
drug infusion pump (Stoelting, Kiel, Wisconsin, USA), then, after 5 minutes of
microinjection, electrostimulation was performed in the same place to analyse the effect

of NMDA receptor blockade in the PIC on rats with neuropathy (Figure 1B).

2.9 Neural tract tracing

The rodents (CCI; n = 5) were anaesthetised with a solution in the proportion of
0.1 ml of 10% ketamine (in a dose of 90 mg/kg, IP) to 0.2 ml of 4% xylazine (in a dose of
10 mg/kg, IP), and fixed in a stereotaxic device (Insight, Brazil). The bar of the maxillary
incisors was positioned 3.3 mm below the interaural line so that the skull was in a
horizontal position between bregma and lambda. A micropipette was introduced
vertically, targeting the dysgranular layer of the PIC, according to the coordinates AP= -
0.48 mm; ML= 5.8 mm and DV= 6,9 mm for injection needle.

Through this device, a cascate blue-conjugated dextran (molecular weight 3000),
a bidirectional neural tract tracer was administered by an injection pump (Stoelting Co.,
model 250) in the PIC to investigate the connections between PIC with nuclei of the
endogenous pain modulation system. The cytoarchitecture and other characteristics of the
labelled neural cells and the neural hodology were evaluated by light microscopy

(Axiolmager Z1 photomicroscope; Zeiss, Oberkochen, Germany).
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Fluorescent neurotracing was performed on animals 21 days after the CCI or
Sham procedure. The neural tract tracer was deposited in the PIC, using a system
consisting of a gingival needle (30G) coupled to a polyethylene thread which, in turn,
coupled to a 10uL syringe (Hamilton, USA) microinjected by an infusion pump with a
flow rate of 0.2 puL/min. Upon the microinjection period, the calvaria was sutured with 5-
0 mononylon suture thread to protect the trepanation from impurities.

For the neurotracing procedure, the animals were deeply anaesthetised with
ketamine (90 mg/kg, IP) and xylazine (10 mg/kg, IP). After anaesthesia, they were
infused intracardially with buffered saline, followed by 4% paraformaldehyde in 0.05 M
phosphate buffer, pH 7.3. Then, the brain was removed, cryoprotected to obtain frozen 20
pm sections in a cryostat (AM 1950; Leica, Wetzlar, Germany) and deposited on acrylic
plates, according to the free-floating technique. Sections were washed in phosphate
buffer, pH 7.3 and observed under microscopy (Axiolmager Z1, Zeiss) for subsequent
localisation of the injection site and the labelled cells. These sections were mounted
between slides and coverslipped with DAPI.

For the non-fluorescent labelling procedure, the Biodextran labelling was
visualized wusing the avidin-biotin method (ABC standard Elite Kkit; Vector
Labohamsterries) with nickel-enhanced 3-3'-diaminobenzidine (DAB; Sigma) peroxidase
reaction. Sections were washed thoroughly in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) after
incubation, mounted on gelatin-coated glass slides, stained using the Nissl cresyl violet

method, and viewed under a photomicroscope (Axiolmager Z1, Zeiss ) (Figure 1C).

2.10 Perfusion and Histology
After performing the neurophysiological and neuropharmacological procedures,

the animals were anaesthetised through intraperitoneal (IP) administration with 3 mL of
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25% urethane solution, perfused through the left cardiac ventricle with 0.9% NaCl
solution, followed by a buffered 4% paraformaldehyde solution. The brain was removed
and kept refrigerated in fixative (4% paraformaldehyde) for at least 24 hours and then
immersed in a 20% sucrose solution, also stored in a refrigerator for cryoprotection for 24
hours. After these processes, the brain was frozen and cut with a microtome (CM 1950,
Leica, Wetzlar, Germany) in 40 um thick coronal sections. The sections were mounted on
glass slides, gelatinised, air-dried and stained with methylene blue. Subsequently, the
sections were analysed with the aid of light microscopy (Axiolmager Z1; Zeiss,
Oberkochen, Germany), and the position of the tips of the stimulation electrodes and the
microinjection needles on the neuraxis were marked in anagrams of Paxinos & Watson's
rat brain in the stereotaxic atlas 2. Only animals with signs of the presence of the end of
either the stimulation electrode or the injector needle within the dysgranular layer of the

PIC were included in the statistical analysis.

2.11 Statistical analysis

The results were analyzed using a two-way repeated-measures analysis of
variance (TWO-WAY ANOVA) statistical test, followed by Tukey's post-test for intra-
and inter-group comparison. Results that presented a value of p < 0.05 were considered
statistically significant. In this way, the effect of stimulation was determined according to
time. For the data related to the open-field test, a normal distribution was performed. The
groups that did not show a normal distribution were submitted to non-parametric
Kruskal-Wallis test followed by the Dunn post-test. The Graph Prism program (version

8.0.2 GraphPad Software, USA) was used for statistical analysis and graphing.

2. Results
126



2.1  Histological analysis

Histologically confirmed sites of PICS (stimulation and non-stimulation) or drug
infusion (physiological saline and LY235959 microinjections) in the PIC in CCI or sham
rats are shown in Figure 2B and 2C, respectively. Representative photomicrographs of
transverse sections of the insula, indicating a drug microinjection site in the dysgranular

PIC, are shown in Figure 2A.

3.4  The dysgranular insular cortex (PIC) electrical stimulation (PICS) attenuates

the chronic neuropathic pain (NP)

3.4.1 von Frey test (mechanical allodynia threshold)

In order to investigate the participation of the dysgranular subdivision of PIC in
CCl-induced chronic peripheral neuropathic pain, PICS at 20uA for 15 seconds was
applied contralaterally to the operated hind limb, followed by mechanical allodynia
recording in animals with and without chronic NP. PICS decreased mechanical allodynia
in animals according to von Frey test in the 21% day after CCI surgery.

Two-way ANOVA revealed that there was a significant effect of the treatment on
mechanical allodynia the threshold [F (3.27) = 22.02; p < 0.001], of time [F (4,108) = 38.03; p
< 0.001] and of treatment versus time interaction [F 12,108y = 15.17; p < 0.001] in animals
submitted to the PICS 21 days after CCI. No PICS/CCI group had greater complementary
mechanical allodynia (right paw) when compared to no PICS/Sham group (Tukey's post-
hoc test; p < 0.001) (Figure 3A). Furthermore, the PICS (20 pA / 15 s)/CCI group
decreased mechanical allodynia in the right paw of animals in comparison to without

PICS (0 pA / 15 s) /CCI group (Figure 3A), suggesting that the DBS of the dysgranular
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region of the PIC causes analgesia in animals with CNP 10 minutes after the
neurostimulation. In addition, when the mechanical allodynia was measured in the left
paw, there was no change in the mechanical nociceptive thresholds of CCI or Sham rats

(Figure 3B).

3.4.2 Acetone test (cold allodynia threshold)

In order to investigate the participation of the dysgranular subdivision of PIC in
CCl-induced chronic peripheral neuropathic pain, the PICS at 20 pA for 15 seconds
contralaterally to the operated hind limb was performed followed by the measurement of
cold allodynia in animals with or without CNP. PICS decreased allodynia to cold in
animals evaluated using the acetone test in the 21% day after CCI surgery.

Considering the cold allodynia threshold, according to the repeated measure two-
way ANOVA, there was a significant effect of treatment [Fz27= 29.40; p < 0.001], of
time [Fu,108y= 35.89; p < 0.001] and of treatment versus time interaction [F(i2,108)= 13.41;
p <0 .001] in animals that underwent at PICS 21 days after CCI or Sham procedure. No
PICS/CCI group had significantly greater allodynia to cold (right paw) when compared to
the without PICS/Sham group (Tukey's post-hoc test; p < 0.001) (Figure 4A). That is,
CCl was effective in producing CNP in animals. However, PICS (20 pA/15 s)/CCI
animals did not significantly decrease cold allodynia in the right paw when compared to
the without PICS (0 pA/15 s) /CCI group (p > 0.05) (Figure 4A). In addition, when the
cold allodynia was measured in the left paw, there was no change in the thermal

nociceptive thresholds of CCI or Sham animals (Figure 4B).

3.5 Locomotor and exploratory activity (open-field test)
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To evaluate locomotor and exploratory activity, an open-field test was performed,
in which the animals were placed in a circular arena for a period of 5 minutes
immediately after the electrical stimulation of the PIC (PICS). In this process, it was
observed that the crossing behaviour between the animals of all groups (CCI with and
without electrical stimulation and Sham with and without electrical stimulation) did not
change.

The non-parametric Kruskal-Wallis analysis followed by the Dunn post test
showed that there was no statistically significant difference between the CCI and Sham
groups with and without stimulation [H= 4,878 p > 0.05, respectively], data show in

Figure 5.

3.6 Effect of NMDAr blockade in dysgranular insular cortex on PICS-induced

antinociception

3.6.1 von Frey test (mechanical allodynia threshold)

In order to investigate the participation of NMDAr located in dysgranular
subdivision of the PIC in CCl-induced chronic peripheral NP, the NMDAr were blocked
by microinjections of LY235959 at different doses (2, 4 and 8 nmol), followed by PICS
at 20 YA for 15 seconds applied contralaterally to the operated hind limb. The mechanical
allodynia was recorded in animals with or without chronic NP.

The microinjection of LY235959 at a concentration of 8 nmol blocked the
analgesic effect produced by PICS, maintaining the low threshold of mechanical
allodynia compared to the vehicle/PICS group submitted to the von Frey test 21 days

after CClI surgery.
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Regarding the mechanical allodynia, according to a repeated measure two-way
ANOVA, there was a significant effect of treatment [Fs.41= 14.29; p < 0.001], of time
[F@,164y= 165.6; p < 0.001] and f treatment versus time interaction [Fo,164= 3.217; p <
0.001] in animals underwent NMDAr blockade, followed by PICS 21 days after CCI. The
pretreatment of PIC with LY235959 at the highest dose (8 nmol) blocked the analgesic
effect produced by PICS when compared to the vehicle /PICS-treated group (Tukey's
post-hoc test; p < 0.001) up to 10 minutes. The effect of NMDAr blockade with
LY235959 in a dose of 8 nmol followed by PICS was not significantly different from the
LY235959 (8nmol) PIC/ without PICS-treated group, suggesting that the NMDAr
blockade in PIC per se does not change the mechanical allodynia threshold (p > 0.05 at
all times). In addition, the effect of PIC NMDAr blockade with LY235959 at the highest
dose was significantly different compared to the PIC NMDAr blockade with LY235959 at
the lowest dose (2 nmol) recorded immediately after PICS (Tukey's post-hoc test; p <
0.001) (Figure 6A). Finally, when the mechanical allodynia was investigated in the left
paw, there were no significant changes in the mechanical nociceptive thresholds of CCI

animals (Figure 6B).

3.6.2 Acetone test (cold allodynia threshold)

In order to investigate the participation of NMDA glutamatergic receptors of the
dysgranular subdivision of the PIC in CCl-induced chronic peripheral NP, PIC NMDAr
were blocked by microinjections of LY235959 at different concentrations (2, 4 and 8
nmol) followed by electrical neurostimulation of PIC at 20 pA for 15 seconds
contralaterally to the operated hind limb, followed by cold allodynia measurement,

through the acetone test in animals with or without chronic NP.
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The microinjection of LY235959 at the higher concentration of 8 nmol blocked
the analgesic effect produced by PICS, maintaining low the cold allodynia threshold in
PIC stimulation/PIC vehicle-treated group in animals submitted to the acetone test
21days after CCI surgery. According to the repeated measure two-way ANOVA, there
was a significant effect of treatment [Fs 41)= 2.554; p < 0.05], of time [F,164) =92.09; p <
0.001] and of treatment versus time interaction [Fo164) = 2.885; p < 0.01] in animals
submitted to the PIC NMDAr blockade followed by PICS 21 days after CCI.
Microinjection of LY235959 at the highest concentration (8 nmol) in PIC blocked the
analgesic effect produced by PICS compared to the vehicle PIC/PIC stimulation-treated
group immediately after PICS up to 5 minutes post-DBS (Tukey's post-hoc test; p <0.05).
The effect of PIC NMDAr blockade with LY235959 at 8 nmol followed by PICS was not
significantly different from that recorded in the LY235959 (8nmol) PIC/PIC non-
stimulation-treated group, suggesting that the NMDAr blockade in PIC does not
significantly change the mechanical allodynia threshold at any time (p > 0.05 in all
cases). In addition, the effect of PIC NMDAr blockade with LY235959 at the highest dose
was significantly different compared to the PIC NMDAr blockade with LY235959 at the
lowest dose (2 nmol) recorded immediately after PICS (Tukey's post-hoc test; p < 0.05)
(Figure 7A). Finally, when the mechanical allodynia was investigated in the left paw,
there were no significant changes in the mechanical nociceptive thresholds of CCI

animals (Figure 7B).

3.7 Neural tract-tracing of pathways connected to the PIC
Deposits of either the 3000 MW Cascade Blue-conjugated dextran (CB)
neurotracer (Figure 8B) or the biotinylated dextran-amine (BDA) neurotracer (Figure 9B)

in the dysgranular region of the PIC (Figure 8) were performed in order to study the
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neuroanatomical connections between PIC neurons and either other neocortical areas or
the endogen neurotracer-labelled pain modulatory system structures situated in the brain
stem.

CB neurotracer-labelled neurons were found in the S2 somatosensory cortex of
Wistar rats connected to the dysgranular region of the PIC, as shown in Figure 8C. BDA
neurotracer-labelled neuronal cells, axonal fibres and terminal buttons were found in the
caudal pontine reticular nucleus (PnC), suggesting a reciprocate connection between the
dysgranular region of the PIC and the PnC, as shown in Figure 9C and D. Both BDA
neurotracer-labelled neuronal perikarya and axonal fibres were also found in the alpha
part of the parvicellular reticular nucleus (PCRtA), dorsolaterally situated to the nucleus
reticularis pontis caudalis, as shown in figure 9 E and F, suggesting outputs to the
dysgranular region of the PIC. Finally, BDA neurotracer-labelled neuronal perikarya and
axonal fibres were found in the GABAergic ventral tegmental area inhibitory control
centre dorsomedial tegmental nucleus (DMTQ), suggesting modulatory outputs reaching

the dysgranular region of the PIC, as shown in Figure 9G.

3. Discussion

We demonstrated in this work that the electrical stimulation of the PIC attenuated
both mechanical and thermal allodynia in animals with chronic NP after 21 days of the
CCI procedure in Wistar rats. Microinjection of a selective NMDAr antagonist followed
by electrical stimulation of this same target insular area blocked PICS-induced
antinociception. These findings suggest that the antinociceptive effect produced by PICS
involves glutamate-dependent neural networks in the PIC. Connections between the
dysgranular region of the PIC and both cortical and brainstem reticular nuclei, such as the

S2 somatosensory cerebral cortex, the reticular pontine nuclei, the parvicellular reticular
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nucleus, and the dorsomedial tegmental nucleus, many of them reciprocated connected a
neural network supporting the neuromodulation of chronic NP in CCI animals.

In fact, our findings showed that the electrical neurostimulation at 20 pA for 15s
of the insular cortex dysgranular subdivision could influence the contralateral hind paw
mechanical and thermal hypersensitivity (cold) (contralateral to the site of stimulation),
causing an increase in mechanical and cold allodynia thresholds recorded immediately
after PIC stimulation. Another study shows that electrical stimulation of the PIC produces
antinociception?®. 30 Our findings are the first evidence involving the antinociceptive
effect by PICS of the dysgranular layer and insular glutamatergic modulation by NMDAr-
signalling.

Several studies have shown the efficacy of the glutamatergic system in a variety of
functions such as neural development, synaptic plasticity, learning, memory and
especially in neuropathic pain conditions 6. The insula cortex interacts with NMDAr in
these several functions, participates in a circuit involving descending modulatory pain

29 and studies involving the administration of d-

systems for antinociceptive effects
cycloserine an NMDA agonist have shown greater brain activation of this region and
better behavioural results in learning contexts °.

As previously mentioned, the cortical processing network of the chronic NP
involves the PIC . According to the neurophysiological study carried out in this work,
the microinjection of the selective NMDAr antagonist LY235959 at the highest dose was
able to block the analgesic effect produced by PIC electrical stimulation, maintaining low
the mechanical and thermal allodynia thresholds recorded immediately after PICS. When
the same concentration of LY?235959 was microinjected in the PIC without PICS, the

result was the same; the drug itself did not cause significant changes in mechanical and

thermal allodynia thresholds only in the presence of the neurostimulation of the insula.
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This interesting finding suggests a role of NMDAr and glutamatergic neurotransmission
in the dysgranular region of the PIC a with analgesic responses in chronic NP stages,
precisely after 21 days of CCI in rodents. These results partially confirm our working
hypothesis and support the view that DBS-induced analgesia involves glutamate-
dependent neural networks and NMDAr on neurons of the insula.

Glutamatergic receptors found in somatosensory, motor and cingulate cortexes
have been shown to modulate acute and inflammatory pain. Neutralisation of the
increased transmission of nociceptive stimuli from the inflamed paw has occurred

through central mechanisms *

, and anatomical evidence suggests that IC and the
cingulate cortex (ACC) neurons probably interact, contributing to the central processing
of painful information 3.

The motor cortex has also been demonstrated to be involved in pain modulation.
The recruitment of NMDAr in motor cortex neurons seems critical for the attenuation of
mechanical allodynia through direct connections with the dmPAG . The suggested
mechanisms of glutamatergic neurotransmission involve channels linked to NMDAr that
tend to remain open longer, allowing a significant flow of calcium and rapid removal of
glutamate from the synapse by its transporters. This mechanism is necessary for normal
excitatory neurotransmission and the prevention of glutamate-induced toxicity. It is likely
that 1C also shares calcium-dependent signalling pathways under conditions of peripheral
injury. However, it may trigger an up-regulation of NMDAr for LTP .

In addition, it has been shown that the PIC is a structure that is constantly
activated during electrical stimulation of the motor cortex, resulting in an upregulation of
the pain threshold exerting a direct influence on the posterior thalamus and descending

pain inhibitory system structures (for example, PAG) 2°. There are also reports of changes

in ¢c-FOS protein expression that are increased around electrodes inserted in the insula,
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demonstrating an increase in neuronal activity observed after electrical stimulation of the
PIC activating the descending inhibitory pain pathway through connections with the pain
matrix 32, Together, these data provide solid evidence that the PIC, intimately connected
with several cortical and subcortical areas, participates in the modulatory processes
involving analgesia 33 34 35 36,37,28,32

Several pieces of evidence have shown functional differences in the participation
of IC subregions in painful and behavioural conditions. The inhibition of the increase in
NMDA or GIuN2B receptors in the anterior IC by antagonists can prevent or treat the NP,
and unilateral microinjection of ionotropic glutamate receptor antagonists restores
nociceptive behaviours to pre-injury values. Furthermore, increased endogenous GABA
levels or increased signalling at inhibitory glycinergic receptors had similar effects as
glutamate receptor antagonists 8.

On the other hand, studies involving NMDA excitotoxic lesions of the most caudal
portion of the PIC caused modulation of allodynic manifestations . The stimulation sites
in our histology showed some positions varying along the anteroposterior axis. However,
they were not concentrated in this more caudal portion of the insula, which may provide
us additional information about functional differences of the insula cortex subdivisions
regarding pain modulation since there may be different populations of neurons along the
rostropostertior axis that allow these specific features. They ultimately provided a basis
for explaining our findings “°.

Shreds of evidence also suggest a specific role of the operculum-insular cortical
area in thermal nociception. Studies with transcranial magnetic stimulation (TMS) on
these regions demonstrate an impairment of the sensitivity of discrimination of pain
stimuli intensity, reduce chronic visceral pain, and increase the nociceptive threshold 4,

reducing the perception of thermal pain “2. These findings may corroborate a bidirectional
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projection with the S, somatosensory cortex confirmed in our neurotracing study, thus
opening new possibilities for understanding the analgesic mechanisms found here since
the insular and somatosensory cortexes are critical for the sensation of both sensory-
discriminative and subjective/emotional pain.

Other evidence found by our study suggests the interaction of IC with reticular
nuclei located in the brainstem. The caudal pontine reticular nucleus (PnC), a critical
nucleus located in the pontine reticular formation, participates in nociceptive
modulation*® and expresses glutamatergic neurotransmitters inhibited by projections from
the pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) and both superior and inferior colliculi
4 The alpha part of the parvicellular reticular nucleus (PCRtA), relatively little studied in
painful conditions, integrates sensory and motor functions to establish connections with
the PnC forming an autonomic/limbic/nociceptive circuit with a high degree of
interconnectivity with the 1C .

Little is explored in the neuroanatomical research concerning the dorsomedial
tegmental nucleus and cerebral cortical areas, such as the insula, but DMTg plays a
relevant role in GABAergic control of dopaminergic neurons of the ventral tegmental
area. It is possible that outputs from DMT(g to insula can provide an inhibitory control on
the dysgranular region of the PIC during motivational behaviour impairment during

chronic NP conditions.

4. Conclusion

In summary, the electrical stimulation of the PIC caused the antiallodynic effect,
and the microinjection of a selective NMDAr antagonist (by LY235959) blocked the
analgesic effect produced by PICS in CCI rats. The possible analgesic effect of increased

activity of insula neurons may depend on the recruitment of NMDAr in the PIC. In
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addition, we found some reciprocated projections between PIC and nuclei located in the
pontine reticular formation and S, somatosensory cortex that may partially explain the
effects obtained in this study. Future investigations are still needed to understand these
cortical pain control mechanisms deeply. However, the PIC is a cortical area receiving
attention from preclinical and clinical research with the inherent ability to integrate a
comprehensive set of sensory, affective, and emotional information and efferent

connections to modulate chronic and neuropathic pain.
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FIGURE CAPTIONS

FIGURE 1 - Timeline of the experimental procedure. The animals (n = 8 per group)
were divided into groups. The temporal sequence of experiments involving electrical
stimulation in the dysgranular region of the posterior insular cortex (PICS) using the deep
brain stimulation (DBS) equipment (A), the blockade of the dysgranular PIC through the
microinjection of the NMDAr selective antagonist LY235959, followed by electrical
stimulation of PIC in rats with CNP (B) and neural tract tracing (C). The mechanical or
thermal stimulus-induced response threshold was measured once before the chronic
constriction injury (CCI) of the ischiadicus nervus or sham procedure (day 1). On the 14"
day, the stereotaxic surgery was performed to implant the electrical stimulation electrode
or chemitrode for microinjection of drugs inside the insula. After 21 days of CCI or sham
procedures, the mechanical stimulus-induced response threshold was measured before the
NMDAr blockade or PICS. The mechanical and thermal withdrawal responses threshold
was measured at the following time until 30 minutes after the pharmacological treatment
or neurostimulation of the insula, respectively. Subsequently, the animals were perfused,

and histological analyses were conducted.

FIGURE 2 — Diagrammatic representation of electrical neurostimulation sites in the
dysgranular region of the posterior insular cortex (PICS), according to the atlas by Paxinos
and Watson (2005). A: Representation of the stimulation electrode on the PIC. B: Schematic
representations of histologically identified electrical stimulation sites (o) PICS at OpA/15s
(Sham), (e) PICS at 20pA/15s (Sham), (o) PICS at OpA/15s (CCI), (m) PICS at 20pA/15s
(CCI), performed in animals with chronic neuropathic pain (DNC). C: Representation of
sites of microinjections of LY235959 in insula plus the PICS, according to the atlas by
Paxinos and Watson (2005). Schematic representations of histologically identified PICS and
NMDAr blockade sites (o) LY235959 2nmol PIC + PICS at 20pA/15s (CCI), (o) LY 235959
4nmol PIC + PICS at 20uA/15s (CCI), (A) LY235959 8nmol PIC + PICS at 20uA/15s
(CCI), (A) LY235959 8nmol PIC + PICS at OuA/15s (CCI) (o) Vehicle PIC + PICS at
20pA/15s (CCI), (m) Vehicle PIC + PICS at OuA/15s (CCI), (0) LY235959 8nmol PIC +
PICS at 20uA/15s (Sham), (#) Vehicle PIC + PICS at OuA/15s (Sham), (x) Vehicle PIC +
PICS at 20uA/15s (Sham) performed in animals with chronic neuropathic pain (CNP).
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FIGURA 3- Effect of neurostimulation/DBS of the dysgranular region os the posterior
insular cortex PIC (PICS) on the mechanical allodynia threshold of animals using the von
Frey test 21 days after CCI or Sham (n=8) performed on the right paw (A) and on the left
paw (B). *, denotes difference in mechanical allodynia responses between the Sham and
CCl groups. #, denotes difference between the CCI groups with (20 pA/15 s) and without
(0 pA/15 s) stimulation. There was a decrease in neuropathic pain (increasing the
threshold) in the first time immediately after PICS. BL1: baseline 1, before procedures;
Arrow A: CCI or Sham surgery; BL2: baseline 2, after 21 days of CCI or Sham; PICS of

the animals followed by the von Frey test performed up to 20 minutes.

FIGURE 4- Effect of neurostimulation/DBS of the dysgranular region os the posterior
insular cortex PIC (PICS) on the cold allodynia index of animals through the acetone test
21 days after CCI (n=8 with PICS and n=7 without cPICS) or Sham (h= 8 with PICS and
n=8 without PICS) performed on the right paw (A) and on the left paw (B). *, Denotes
CCI animals with PICS (20 pA/15 s) showing an improvement in cold allodynia
threshold immediately after stimulation. #, Denotes CCI animals without stimulation (O
MA/15 s) maintaining cold allodynia and difference between CCI animals without PICS
and with PICS. BL1: baseline 1, before procedures; Arrow A: CCI or Sham surgery;
BL2: baseline 2, after 21 days of CCI or Sham; Arrow B: after BL2, performance of the
PICS of the animals, followed by the acetone test for up to 30 minutes.

FIGURE 5- Representation of rat locomotor behaviour recorded in the open-field test to
evaluate the exploratory behaviour displayed in a circular arena in Sham and CCI animals
(crossing and rearing) after the electrical stimulation of the dysgranular region of the
posterior insular cortex (PICS). There was no statistically significant difference between

the groups.

FIGURE 6- Effect of NMDA receptor blockade with microinjection of the selective
antagonist LY?235959 (at 2, 4 and 8 nmol/200 nL) in the disgranular region of the PIC,
followed by electrical neurostimulation (PICS) on the mechanical allodynia threshold of
animals, through the test von Frey test 21 days after CCl (n=8) performed on the right
paw (A) and on the left paw (B). #, denotes a significant difference in relation to the
vehicle group + without PICS. *, denotes a significant difference in relation to the vehicle
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+ PICS group. BL1: baseline 1, before procedures; Arrow A: CCI surgery; BL2, after 21
days of CCI or a new baseline was measured; Arrow B: after BL2, microinjection of
LY235959 or vehicle was performed, followed by PICS or without PICS and the von
Frey test was performed up to 20 minutes.

FIGURE 7- Effect of NMDA receptor blockade through microinjection of the selective
antagonist LY235959 (at 2, 4 and 8 nmol/200 nL) in disgranular PIC, followed by
electrical neurostimulation (PICS) on the cold allodynia threshold of animals through the
acetone test 21 days after CCI (n=8) performed on the right paw (A) and on the left paw
(B). #, denotes a significant difference in relation to the vehicle group + without PICS. *,
denotes a significant difference in relation to the vehicle group + PICS. BL1: baseline 1,
before the procedures; Arrow A: CCI surgery; BL2: after 21 days of CClI, a new baseline
was measured; Arrow B: after BL2, microinjection of LY235959 + PICS was performed

in the animals and the acetone test was performed up to 30 minutes.

FIGURE 8- Photomicrographs of transverse sections of dysgranular region of the
posterior insular cortex (PIC) of Wistar rats. (A) Diagramatic representation of insula
transverse section, showing a histologically confirmed microinjection site (* n=1) of the
3000 MW Cascate Blue-conjugated dextran (CBD) in dysgranular PIC depicted in a
modified drawing from Paxinos and Watson's rat brain in stereotaxic coordinates atlas
(2005). (B) Photomicrograph of a transverse section of insula showing a representative
site of CBD deposit in dysgranular PIC (white arrow). (C) Photomicrograph of a
representative coronal section of the S2 somatosensory cortex of a Wistar rat showing

neural connections between dysgranular PIC neurons and S.

FIGURE 9- Photomicrographs of transverse sections of the dysgranular region of the
posterior insular cortex (PIC) of Wistar rats. (A) Diagramatic representation of a
transverse section, showing a histologically confirmed microinjection site (black circle
n=4) of the 3000 MW biotinylated dextranamine (BDA) deposits in the dysgranular PIC
depicted in a modified drawing from Paxinos and Watson's rat brain in stereotaxic
coordinates atlas (2005). (B) representative site of BDA microinjection in dysgranular IC
(black arrow). (C and D) Photomicrograph of a representative coronal section of the
pontine nucleus of a Wistar rat showing neural connections between dysgranular PIC
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neurons and PnC nucleus: BDA-labelled axonal fibres (black arrowheads), terminal
buttons (open arrowheads), and cell bodies (black arrow). (E and F) Representative
photomicrographs of transverse sections of PCRtA nucleus: BDA-labelled cell bodies
(black arrow) and axonal fibres (black arrowhead). (G) Representative photomicrographs
of transverse sections of DMTg nucleus with BDA-labelled axonal fibres (black

arrowhead) and cell bodies (black arrow).

FIGURE 10- Graphical Abstract: Effect of electrical (e) stimulation (PICS) and PIC
NMDAr blockade followed by PICS on thermal and mechanical allodynia in chronic NP
induced by chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve or Sham procedure. A:
von Frey and Acetone tests baselines and CCI or Sham surgery was performed. B: PICS
was performed in low-frequency (20 pA, 100 Hz) during 15 s by deep brain stimulation
(DBS) device after 21 days of CCI or Sham. C: The PIC NMDAr blockade was performed
through LY235959 microinjection followed by PICS after 21 days of CCI;
D: Neuroanatomical projections from PIC to pontine and midbrain nuclei (PnC, PCRtA
and DMTg), and Sz may contribute to the process of NP signalling. PICS attenuates the
chronic NP, and the NMDA glutamatergic system into the PIC may be involved in PICS-

antinociception in rodents with NP conditions.
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