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RESUMO
Atualmente existem indicacfes para 0 uso da estimulacdo encefalica profunda [(deep
brain stimulation (DBS)).], para 0 manejo da dor crénica (DC) e neuropatica (DN). A
estimulacdo do cortex motor (CM) é uma técnica aplicada para o tratamento de
pacientes que apresentam a sindrome da dor taldamica ap0s acidente vascular enceféalico,
sendo também utilizada para 0 manejo de outros tipos de DN e DC. Entretanto, pouco
se sabe sobre os seus mecanismos fisiopatoldgicos, neurais e da neuroquimica
subjacente ao efeito analgésico produzido pela neuroestimulacéo, especialmente no CM
primario (M;). Sendo assim, a proposta do presente estudo foi avaliar se a estimulacao
elétrica (EE) e quimica (EQ) do M; modula a DN cronica, e se o possivel efeito
analgésico da EE do M; recruta a coluna dorso-medial (dm) da substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), um nucleo do sistema enddgeno de inibicdo de dor, assim como 0s
receptores glutamatérgicos do tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Ratos Wistar
machos foram utilizados para inducdo da mononeuropatia periférica, sendo realizada a
injaria por constricao crénica (CCI) do nervo isquiatico direito. O limiar nociceptivo foi
aferido, avaliando-se a alodinia mecéanica através do teste de von Frey. Apos 21 dias da
CClI, foi realizada a neuroestimulacdo elétrica (EE: 20uA/15s) do M; através do
equipamento DBS (MiniMatrix da Thomas Recording, Germany) ou a EQ, através da
microinjecdo de 200nL do agonista NMDA (2, 4 e 8nmol) no M; de animais
neuropaticos. Foi realizado o pré-tratamento da SCPdm por meio da microinjecdo de
LY235959 (na dose de 8nmol/200nL), um antagonista de receptores do tipo NMDA,
seguido, pela EE do M; em ratos com DN crdnica. Também avaliamos a capacidade de
locomocdo dos ratos CCl e Sham com o teste de campo aberto, apds isso 0s animais
foram submetidos ao treinamento fisico na esteira durante 7 dias. Os resultados

mostraram que a EQ do M; atraves do agonista NMDA (nas doses de 2 e 8nmol) e a EE



do M; atenuaram a DN cronica através da diminuigdo da alodinia mecénica dos animais.
O pré-tratamento da SCPdm com o antagonista de receptores NMDA, o LY235959
(8nmol), atenuou o efeito analgésico causado pela EE do M; em animais com DN
cronica. A locomocdo geral dos animais ndo mostrou diferenca entre os grupos. Mas 0
exercicio fisico ndo foi capaz de atenuar a dor neuropatica dos ratos submetidos a CCI.
Conclui-se que a estimulacdo quimica dos receptores NMDA no M; produz analgesia,
atenuando a DN cronica. Além disso, a presente pesquisa demonstra que a
neuroestimulacdo elétrica do M; também causa analgesia, atenuando a DN cronica e
este efeito € dependente da ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na
dmSCP em ratos Wistar.

PALAVRAS-CHAVE: Cortex motor priméario. Estimulacdo do cortéx motor.
Receptores glutamatérgicos NMDA. Analgesia. Substancia cinzenta periaquedutal.

Alodinia mecénica. Dor neuropatica crénica.
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ABSTRACT
Currently, there is evidence to use deep brain stimulation (DBS) for chronic pain (CP) and
neuropathic pain (NP) management. The motor cortex stimulation (MCS) is a procedure
applied for the treatment in a patient that has the thalamic pain syndrome after stroke and the
MCS s also indicated to CP and NP pain management. However, little is known about the
pathophysiological, neural and neurochemical mechanisms underlying the analgesic effect.
The aims of the present work were evaluated whether the primary (M;) MCS can modulate
CP and neuropathic pain NP in rodents, investigating the psychopharmacological and neural
mechanisms that result in its analgesic effect. Male Wistar rats were used. The chemical and
electrical stimulation of the M; was made and it was preceded by the blockage of the NMDA
receptors located in the periaqueductal grey matter (dmPAG), an endogenous inhibitory
system of pain during the electrical M;-stimulation. Male Wistar rats were used to induce
peripheral mononeuropathy by chronic constriction injury (CCI) of the right sciatic nerve. The
nociceptive threshold was measured through of mechanical allodynia evaluation in the von
Frey test. After 21 days of CClI, it was performed the electrical stimulation of M; through of
DBS equipment (MiniMatrix Thomas Recording, Germany) or chemical stimulation in M; by
microinjection of the NMDA agonist (2, 4 and 8nmol) in neuropathic rats. The blockade of
NMDA receptors with LY235959 (at 0.25, 4 and 8nmol) in the dmPAG was also performed
before the Mi-electrical stimulation. We also evaluated the locomotion capacity of CCIl and
Sham rats with the open field test, after which animals were subjected to physical training on
the treadmill for 7 days. The M; chemical and electrical stimulation attenuate the NP,
decreasing the mechanical allodynia in CCI rats. The pre-treatment of dmPAG with NMDA
receptors antagonist, LY235959 (at 8nmol), blockaded the analgesic effect caused by M;
electrical stimulation. The general locomotion of the animals showed no difference between
the groups. However, physical exercise was not able to mitigate the neuropathic pain of rats

submitted to CCI. In conclusion, the Ms-electrical stimulation attenuated the chronic NP and



this effect is dependent on the activation of NMDA receptors in dmPAG of chronic NP in
Wistar rats.

KEYWORDS: Primary motor cortex. Deep brain stimulation. NMDA glutamatergic
receptors. Mechanical allodynia. Analgesia. Periaqueductal grey. chronic neuropathic pain.
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Figura 25 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA da SCPdm na analgesia induzida pela
EQCM. Representacdo da estimulacdo quimica do cortex motor (EECM) com o bloqueio dos
receptores de NMDA na SCPdm com a utilizacdo de LY235959. Pata ipsilateral e



contralateral, respectivamente. LB1: Linha de base antes dos procedimentos; seta A =
realizacdo da cirurgia de constricdo do nervo isquidtico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 —
Linha de base ap6s 21 dias da CCI; seta B = Estimulacdo quimica da SCPdm seguida da
estimulacdo quimica do cértex motor. : (¢) Veiculo SCPdm + Veiculo CM - Sham (n = 7),
(®)Veiculo SCPdm + Veiculo CM — CCI (n = 7), (O) LY235959 8nmol SCPdm + Veiculo
CM — CCI (n = 7), (®)LY235959 8nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol, (A) LY235959
0,25nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol, (%) LY235959 2nmol SCPdm + EQCM NMDA

- 8nmol, segundo teste de variancia de medidas repetidas, seguido pelo teste de post-hoc de

Figura 26 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA na SCPdm sobre a analgesia induzida
pela EECM. Representacdo do bloqueio dos receptores de NMDA na SCPdm com a
utilizacdo de LY235959, sequida pela estimulacdo elétrica do cortex motor (EECM) sobre a
alodinia mecéanica avaliada na pata ipsilateral dos animais com DNC induzida pela CCI. LB1:
Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacdo da cirurgia de constricdo do nervo
isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base apds 21 dias da CClI; seta B =
Estimulagdo quimica da SCPdm seguida da estimulagdo elétrica do cortex motor. CCI: (#)
Veiculo SCPdm + EECM a0 pA/ 15s (n=7), (M) Veiculo SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n
=7), (¢) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n = 7), (0) LY235959 0,25nmol
SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7), (A) LY235959 2nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 15s
(n=7), (0) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 155 (n = 7). # p < 0,001 em relacéo
ao grupo Veiculo SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (CCIl) *p < 0,001 em relacdo ao veiculo
SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (CCl), segundo teste de variancia de medidas repetidas,
seguida pelo teste de post-NOC de TUKEY. .......cocireiiiee e 81

Figura 27 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA-SCP na analgesia induzida pela EECM.
Representacdo da estimulacdo elétrica do cortex motor (EECM) com o bloqueio dos
receptores de NMDA na SCPdm com a utilizacdo de LY235959. Pata contralateral. LB1:
Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacao da cirurgia de constri¢cdo do nervo
isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base apds 21 dias da CClI; seta B =
Estimulagdo quimica da SCPdm e estimulacdo elétrica do cortex motor. CCI: (¢) Veiculo

SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n = 7), (™) Veiculo SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7),



(0) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n=7), (¢) LY235959 0,25nmol SCPdm
+EECM a 20 pA / 15s (n = 7), (A) LY235959 2nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7),
(O) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7), segundo teste de variancia de
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Figura 28 - Efeito da atividade fisica aerdbica em relacdo a atenuacdo da dor neuropética
crénica, seguida pela EECM em ratos com DNC. Pata ipsilateral. LB1: Linha de base antes
dos procedimentos; seta A = realizacdo da cirurgia de constri¢cdo do nervo isquiatico (CCI) ou
procedimento Sham; LB2 — Linha de base ap6s 14 dias da CCI; LB3 — Linha de base apds 21
dias de CCI e 6 de treinamento seta B = Teste da esteira seguida da estimulacdo elétrica do
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Figura 29 Efeito da atividade fisica aerObica em relacdo a atenuacdo da dor neuropatica
cronica. Pata ipsilateral. LB1: Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacdo da
cirurgia de constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base
apos 14 dias da CCI; LB3 — Linha de base apos 21 dias de CCl e 6 de treinamento seta B =
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Mg micrograma

pL microlitro

pm micrometro

CB;  receptor canabinoide do tipo CB;
CCA cortex cingulado anterior

CCIl  injaria por constri¢do crénica
CPFM cortex “pré-frontal medial”

DC  dor cronica

DN  dor neuropética

DNC dor neuropatica crénica

EPM erro padrdo da média

Min  minutos

N namero de animais por grupo
NMDA N-metil D-Aspartato

NMgR nucleo magno da rafe

NMOL nanomol

PrL  cortex pré-limbico

S segundos

S1 cdrtex somatossensorial primario

S2 cOrtex somatossensorial secundario



SCP  substéncia cinzenta periaquedutal
TRPV; receptor vaniloide (canal i6nico) de potencial transitorio

SNC  Sistema Nervoso Central

CDME corno dorsal da medula espinal

ACC cortex cingulado anterior - sigla em inglés

PFC  cortex pré-frontal

ATV éreategmentar ventral

Nca  ndcleo accumbens

VPL  ventral péstero-lateral (Nucleo talamico)

PB nucleo parabraquial

HT hipotalamo

LC locus ceruleus

FRB formacdo reticular bulbar

BDNF fator neurotrofico derivado do cerebro - sigla em inglés
FBSS sindrome pos-laminectomia - sigla em inglés
EECM estimulacdo elétrica do cortex motor
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CM  cOrtex motor
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MGIuRs receptores metabotrépicos
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AMPA &cido-amino- 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propidnico
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GLOSSARIO DE TERMOS USADOS NO ESTUDO DA
DOR NEUROPATICA (IASP, 2014)

Alodinia: dor devido a um estimulo que normalmente ndo provoca dor.
Analgesia: auséncia de dor em resposta a estimulacdo que normalmente seria dolorosa.

Autotomia: termo usado para descrever uma forma de automutilagdo que pode resultar no

aparecimento de feridas ou na amputagdo dos digitos.

Causalgia: sindrome de dor ardente sustentada, alodinia e hiperpatia apdés uma lesdo
traumatica do nervo, muitas vezes combinada com disfungdo vasomotora e sudomotora e

alteracdes troficas posteriores.

Desaferentacdo: perda de fibras nervosas sensoriais que normalmente conduzem informagdes

sensoriais dos tecidos perifericos para a medula espinal.
Disestesia: sensacao anormal desagradavel, sendo esponténea ou provocada.

Dor: uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual real ou

potencial, ou descrita em termos de tais danos.

Dor por desaferentacdo: dor iniciada ou causada por uma lesdo primaria do sistema nervoso

central ou periférico.
Dor Neuropética: dor causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial.

Dor Neuropatica central: dor causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso

somatossensorial central.

Dor Neuropética periférica: dor causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso

somatossensorial periférico.



Dor Nociceptiva: dor decorrente de dano real ou potencial ao tecido ndo-neural devido a

ativagdo de nociceptores.

Estimulo nocivo: um estimulo que é danoso para o tecido normal.

Hiperalgesia: aumento da dor de um estimulo que normalmente provoca dor.

Hipoalgesia: sensacéo dolorosa diminuida em resposta a um estimulo normalmente doloroso.

Limiar de Dor: intensidade minima de um estimulo que é percebido como doloroso.

Neuropatia: disturbio da funcdo ou mudanca patologica de um nervo. Acometimento de um
nervo: mononeuropatia; acometimento de varios nervos: multiplexacdo mononeuropatia. Se

difusa e bilateral: polineuropatia.

Nocicepcao: processo neural de codificacdo de estimulos nocivos.

Neur6nio Nociceptivo: neurénio central ou periférico do sistema nervoso somatossensorial

que € capaz de codificar estimulos nocivos.

Nociceptor: um receptor sensorial de alto limiar do sistema nervoso somatossensorial

periférico que é capaz de transduzir e codificar estimulos nocivos.

Sensibilizacdo: aumento da capacidade de resposta dos neurdnios nociceptivos para sua

entrada normal e/ou recrutamento de uma resposta para entradas normalmente sublimitrofes.

Sensibilizacdo Central: maior capacidade de resposta dos neurénios nociceptivos no sistema

nervoso central a sua entrada aferente normal ou sublimiar.

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

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

1.1 Epidemiologia da dor

Estudos mostraram que o declinio das taxas de mortalidade de 1990 a 2016
levou ao aumento da expectativa de vida, ao envelhecimento da populacdo global e a
uma expansdo do 6nus nao fatal de doengas e lesdes. Esses estudos também mostraram
que uma parcela substancial da populacdo mundial experimenta uma perda de saide ndo
fatal consideravel, considerando as diferencas entre regides, faixas etarias e sexos
(VOS, 2017).

A dor destaca-se como um dos principais problemas de satde publica, e sua
relevancia é constatada através de medidas de incidéncia e prevaléncia na populacéo
adulta (Deyo, 2001). A dor cronica (DC) ou persistente tem sido destacada como uma
das condicdes clinicas mais incapacitantes no mundo. Além do sofrimento, a DC altera
0 quadro econémico e social da populacao, segundo o Instituto do Comité de Medicina
de Pesquisa Avancada em Dor (Institute of Medicine Committee on Advancing Pain
Research, 2011). Sendo uma das principais causas de incapacidade, pode estar
associada a comorbidades como: doencas neurologicas, trauméticas, fatores
psicoldgicos e socioculturais (STEWART, 2003).

Considerando as principais razdes de anos vividos com deficiéncia em todos os
paises, demonstrou-se que a lombalgia foi a primeira causa de incapacidade de 126
paises dos 195 avaliados, como apresentado na figura 1 (DEYO, 2001; JAMES, 2018).

I Dor Lombar
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Figura 1 - Principais causas de anos vividos com deficiéncia, padronizacdo por idade
por localidade para ambos 0s sexos combinados, 2017. Fonte: Figura modificada do
Global Burden of Disease Study 2017. (JAMES et. al., 2018)

Globalmente, trés doencas crbnicas (dor lombar, distdrbios de dor de cabeca e
transtornos depressivos) prevaleceram como trés das quatro principais causas de anos
vividos com deficiéncia, causando coletivamente 162 milhdes de disfuncionalidades em
2017, implicam um em cada cinco anos vividos com deficiéncia globalmente. Essa
parcela significativa da populacdo pode ter acesso a tratamento e assisténcia, pois 0s
distarbios que levam a dor de cabeca e ao transtorno depressivo podem ser tratados com
terapéutica de baixo custo. A persisténcia de tais patologias € preocupante, dada a
relacdo do primeiro com a autoagressdo e o Ultimo com a potencial perda de status
funcional na forca de trabalho (JAMES, 2018). Por essa razdo, o estudo da dor e sua
cronificacdo, principalmente da dor lombar crénica, é essencial para a saude mundial.

A lombalgia € definida como dor e desconforto localizados entre a margem
costal e a prega glutea inferior, com ou sem dor na perna. Pode haver dor irradiada para
0 membro inferior, e esse quadro é chamado de lombociatalgia, quando ha o
envolvimento do nervo isquiatico no quadro clinico, que pode ser de origem radicular
ou referida. Nos portadores de dor lombar crénica o diagndstico e novas abordagens de
tratamento para 0 componente neuropatico e das suas comorbidades (distarbio do sono,
ansiedade, depressdo) é fundamental. (BOYCE-RUSTAY; JARVIS, 2009)

1.2 Dor e nocicepgao

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International
Association of the Study of Pain - IASP), define-se dor como uma experiéncia sensorial
e emocional desagradavel, associada a lesdo tecidual, real ou potencial, ou descrita em
termos desta lesdo. Além disso, pode ser definida pelo tempo: quando a dor é aguda, sua
duracdo é até 4 semanas; subaguda, de 4 a 12 semanas e, para ser considerada dor
crbnica ou persistente, 0 tempo necessario € maior que 12 semanas (QASEEM, 2017).

Atualmente sabemos que a dor esta presente em nossas vidas como uma das

principais formas de alerta ao sistema nervoso, sendo essencial para a integridade do
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individuo e para a sobrevivéncia da espécie. Com isso, buscamos compreender o
processamento da dor, assimilando-a como o0 processamento sensorial de uma
estimulacdo mecénica, quimica ou elétrica.

De fato, a percep¢do da dor depende de vias e receptores especificos, podemos
considerar como dor estimulos que incluem componentes discriminativos da
sensibilidade dolorosa, componentes esses que serdo destacados mais a frente.
(FENTON, 2015). O processamento nociceptivo, mecanismo pelo qual estimulos
periféricos sdo transmitidos ao sistema nervoso central, permite aos animais sentir e
evitar estimulos potencialmente prejudiciais aos tecidos, sendo fundamental para a
sobrevivéncia. Essa elaboracdo depende de nociceptores, que sdo receptores
especializados que detectam e respondem a estimulos quimicos, mecénicos ou térmicos
(TRACEY, 2017).

A resposta a um estimulo lesivo é a liberagdo de mediadores inflamatorios locais
como a adenosina, bradicinina, histamina, serotonina, prostaglandina, neurotrofinas e
substancia P, que, por sua vez, ativam ou sensibilizam os nociceptores. Esse processo €
chamado de sensibilizacdo periférica, que consiste na ativacdo ou sensibilizacdo de
nociceptores, diminuindo seu limiar de despolarizacdo, e com isso ocorre a
transformacéo do estimulo (quimico, mecanico ou térmico) em elétrico. Tal processo é
dependente de um potencial de acdo, que ira transmitir o sinal aferente ao corno dorsal
da medula espinal (CDME) por meio do primeiro neurénio aferente da via nociceptiva
(fibras Ad e C) (APKARIAN e cols., 2005; GARLAND, 2012).

Ainda sobre a transmissdo do estimulo nociceptivo, através do contato do
neurdnio aferente primario com neurénios de segunda ordem no CDME, a via
nociceptiva cruza o plano mediano da medula, ascendendo para regides supraespinais,
como o nucleo talamico ventral pdstero-lateral (JULIUS, 2013). De fato, a dor €
processada por uma rede diversa e ampla de neurénios, sendo esses destinos centrais
mediadores de diferentes aspectos da resposta sensorial e comportamental mediante o
estimulo doloroso. O sistema nervoso central (SNC) coordena componentes
discriminativos sensoriais, afetivo-motivacionais e cognitivos da dor. O primeiro é
ligado a localizacdo, intensidade e qualidade do estimulo, ao passo que o segundo

refere-se ao desprazer, medo, ansiedade e depressdo, sendo o terceiro, por sua vez,
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relacionado a atencdo e memdria da dor (DE OLIVEIRA, 2000; PURVES, 2010;
TRACEY, 2017).

O caminho para a percepcao da dor é longo (Figura 2). Apenas apds a chegada
da informacdo ao cortex somatossensorial primario (S;) via ndcleo talamico ventral
postero-lateral, inicia-se 0 processamento desta informacéo pelo sistema anterolateral do
tracto espinotalamico, responsavel pela transmissdo da sensibilidade ndo discriminativa
(dor, temperatura, pressdo). (DINAKAR; STILLMAN, 2016).

Diversos estudos identificaram regifes do encéfalo ativadas por estimulos
nocivos, incluindo o coOrtex somatossensorial primario e secundario (Si1 e Sy
respectivamente), cortex cingulado anterior (ACC), cortex pré-frontal (PFC), insula,
complexo amigde, tdlamo, cerebelo e circuito de recompensa mesolimbico, que inclui a
area tegmentar ventral (ATV) e o nucleo accumbens (NAc) (BUSHNELL, 2013;
LEKNES, 2008). Acredita-se que os cortices somatossensitivos (S; e Sy) e a insula
codifiqguem caracteristicas sensoriais da dor, tais como, qualidade (picada, queimacéo
ou dor), localizacdo e duracdo. A regido pré-frontal e o sistema limbico (ACC, PFC,
complexo amigdaloide, ATV e NAc) codificam respostas emocionais e motivacionais, e
estdo implicados no aspecto afetivo e contextual da dor. As conexdes entre esses locais
fornecem um meio pelo qual sinais emocionais e motivacionais podem alterar a
experiéncia e a percepcdo da dor através de interagdes com o sistema descendente
modulador da dor. (OSSIPOV, 2014) Além disso, as conexdes estdo associadas a
diversos componentes descritos pela literatura como: perceptivo-discriminativo, permite
que o organismo identifique o estimulo doloroso; afetivo-emocional, integra o sistema
limbico ao estimulo percebido pelo componente anterior, ou seja, ocorre uma reacao
emocional decorrente da percepcdo da dor; cognitivo-comportamental, envolvendo
fatores atualmente denominados psicossociais. (BOYCE-RUSTAY; JARVIS, 2009;

Institute of Medicine Committee on Advancing Pain Research, 2011)
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Figura 2 - Representacdes esquematicas das vias ascendentes de dor e temperatura: da
transducdo a percepcdo. Resposta ao estimulo lesivo (quimico, mecénico ou térmico),
levando a liberacdo de mediadores inflamatorios que sensibilizam os nociceptores,
transformando-os em um estimulo elétrico. (A) Tipos de neurbnios aferentes primarios
responsaveis pela transmissao da informacdo nociceptiva periférica. (B) Modulacao da
informacdo nociceptiva pelo corno dorsal da medula espinal enviada para areas
supracorticais pelo trato espinotalamico conhecido como sistema anterolateral (C).
Percepcdo da dor: chegada da informacao ao cortex somatossensorial primario (S;) apés
segunda sinapse com o nucleo ventral pdstero-lateral do talamo pelo sistema
anterolateral (D). CDME= corno dorsal da medula espinal, S; = cortex somatosensorial
primario, VPL = Ventral pdstero-lateral. Fonte: Adaptado de PURVES, 2010.
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1.3. Vias descendentes e modulacéo da dor

Para a compreensdo da neurofisiologia da dor é necessario ampliar o foco além
dos impulsos nociceptivos aferentes que se originam na periferia para grandes areas
corticais, além de atentar aos mecanismos enddgenos envolvidos na manutencdo e
modulacéo da dor em todos os niveis do SNC. (MARCHAND, 2014).

Vias descendentes possuem um componente importante para a supressdo da dor
através do medo inato e condicionado, sendo uma caracteristica do SNC, em mamiferos,
para controlar a percepc¢do dolorosa na presenca de situacdes desse tipo. A analgesia é
mediada pelas vias inibitorias descendentes que sdo oriundas do complexo amigdaloide,
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e medula rostroventral medial (MRV), através
do nucleo magno da rafe (NMgR). (KWON, 2014)

A percepcao da dor é um processo dinamico e esta sujeito a modulagao continua
pelo sistema descendente, que influencia a transmiss@o da entrada sensorial ao nivel do
CDME. Nos ultimos anos, estudos sdo direcionados para desvendar fontes do controle
descendente do processamento nociceptivo, seu mecanismo de acdo e fatores que
determinam seu nivel de atividade. (LOVICK, 2008)

Em 1950, Melzack e Wall defendiam a teoria do portdo da dor, destacado como
uma teoria que admitia existir nos cornos posteriores medulares um mecanismo neural
que comporta como um “portdo”, podendo aumentar ou diminuir impulsos decorrentes
da transmissdo de fibras periféricas ao sistema nervoso central. O influxo somatico
submete-se pois, a influéncia reguladora do portdo, mesmo antes de criar uma percepgao
a dor e consequente reacdo. (MELZACK R, WALL PD., 1965)

De fato, estudos das vias descendentes mostraram que a transmissdo da
modulacdo da dor origina-se de um conjunto de areas do SNC. Por exemplo, a SCP que
recebe projecdes oriundas da regido somestésica do cortex tem conexdes reciprocas com
o complexo amigdaloide e com o nucleo parabraquial. Além disso, pelas entradas
nociceptivas ascendentes do CDME, ademais, ha o envolvimento dos nucleos como a
formacado reticular, locus ceruleus e a NMgR na modulacdo da dor, conforme ilustrado
na Figura 3. (GAURIAU, 2002).

A SCP ¢ a primeira regido do sistema descendente de modulacdo da dor. Obtém

informacGes de outros centros encefalicos superiores, sendo capaz de produzir analgesia
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quando ativada. Estudos mostram que a eletroestimulagdo ou a microinjecdo de
agonistas opidides nessa regido causam efeito antinociceptivo tanto em animais
(REYNOLDS, 1969; JIANG, 2014) quanto em humanos (HOSOBUCHI, 1977).

De Freitas e colaboradores (2005) realizaram estudo neuroanatémico
demonstrando uma profusa conexdo e que a SCPdm, o coliculo inferior, o coliculo
superior e 0 NDR enviam projecoes para o LC. Além disso, foram observadas conexfes
entre o cortex somestésico, area septal medial, nucleo mediano da rafe e hipocampo
dorsal com LC (de FREITAS e col., 2013). Sendo assim, o LC se apresenta como um
importante nicleo de saida do sistema enddgeno de modulacdo da dor, que recebe
diversas conexdes das regies encefalicas e envia projecdes para 0 CDME, resultando,
assim, em analgesia.

Receptores opidides localizados em neurdnios e fibras do SNC e periférico,
quando ativados, liberam opidides enddgenos, resultando no processo de inibi¢cdo ou
analgesia da dor, sendo assim, estéo ligados ao sistema modulatorio descendente da dor.
Em adicdo, outras evidéncias na literatura também mostram que estruturas espinais e
supraespinais podem exercer a modulacéo da nocicepgéo, e que a SCP e a NMgR estao
diretamente envolvidas no controle da dor enddgena através da via inibitoria.
(LOVICK, 2008; KWON, 2014)

Os receptores colinérgicos do tipo muscarinicos e nicotinicos do hipocampo
dorsal (Hd) (de Freitas e col., 2013), assim como 0s receptores opioides do tipo | e
sertononinérgicos do tipo 5-HT;a e 5-HT,anc localizados na SCPdm, na SCPvI (de
Freitas e col., 2014, 2016) e no LC (de FREITAS e col., 2016) e os receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HTa € 5-HT2a2c 5-HTs e 5-HT; do NDR (FREITAS e col.,
2008; 2009) estdo envolvidos e sdo recrutados para elaboracdo da antinocicepcao
induzidas por crises convulsivas. Sendo assim, diversos sistemas farmacolégicos podem
ser recrutados a partir de nucleos prosencefalicos (como o Hd) e mesencefalicos do
sistema endogeno de inibi¢do de dor (como a SCP, NDR e LC) para produzir analgesia.

Outros estudos também mostraram que a estimulacdo da NMgR pode estar
relacionada a facilitacdo ou a inibicdo da informacao nociceptiva, pois a estrutura liga-
se diretamente ao CDME e também recebe transmissdes diretas da SCP para que ocorra
a inibicdo sensorial no CDME (LOVICK, 2008; FENTON, 2015). Sendo assim, 0
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sistema descendente pode ser facilitatdério ou inibitério, possuindo participacdes
funcionais importantes na cronificacdo da dor (o facilitatrio) e na diminuicdo da dor (o
inibitério) (MILLAN, 1999; LOCKWOOD; DICKENSON, 2019). Compreender o
processo de cronificagdo da dor € de extrema importancia porque quando as vias
descendentes de modulacdo da dor encontra-se em desequilibrio se pode afirmar que
estard presente um processo chamado sensibilizacdo central, que resulta no aumento da
intensidade e da persisténcia do sintoma doloroso, como sera explicado adiante. A
sensibilizacdo central é ocasionada pelo estimulo nociceptivo persistente, alteracdes
morfoldgicas espinais e corticais (para amplificar a dor), além da ativacdo do sistema
descendente facilitatorio, sobressaindo sobre o sistema descendente modulatorio de dor.
(MILLAN, 1999)

Sistema

anterolateral
B A

" Cortex somatossensorial M
amigdaloide

Modulagédo e 3
Substancia cinzenta periaquedutal do
CDME I mesencéfalo
— - | T | T
e Nucleo F;T:;f:f Locus Nucleos
\‘\,d | ~_/) Parabraquial bulbar ceruleus | daRafe
S Il Z vV V VvV V
N —

| Corno dorsal da medula espinhal |—

Figura 3 - Representacdo esquematica das interconexdes do SNC responsaveis pela,
modulacdo e cognicdo da dor, representadas de acordo com suas areas anatdmicas (A) e

representacdo das areas subjecentes interligadas ao processo descendente de modulacao
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da dor (B). CDME = corno dorsal da medula espinal, PB = nlcleo parabraquial, HT
hipotadlamo, SCP = substancia cinzenta periaquedutal, LC= locus coeruleus, FRB

formac&o reticular bulbar, NMgR = nucle magno da rafe. Fonte: Figura: Adaptada de

PURVES, 2010.

1.4 Componentes envolvidos na dor neuropética

Apds a hiperalgesia primaria, desencadeia-se a hiperalgesia secundéria, que

ocorre quando um estimulo doloroso persistente ativa fibras do tipo C, provocando a

liberagdo de glutamato, substancia P e do fator neurotréfico derivado do cérebro

(BDNF) em terminais nervosos centrais. Com isso, ha ativagdo de receptores do

AMPA, NMDA e tirosinoquinases, que aumentam as atividades de um grupo de

moléculas sinalizadoras que alteram a expressao de genes, resultando em mudangas

neuroquimicas (neuroplasticidade) na medula espinal, amplificando, assim, 0s

estimulos dolorosos (MOALEM, TRACEY, 2006; MUIR I11, 2009).

A sensibilizacdo central é o fendmeno que envolve a inibicdo da via

descendente responsavel pela modulagdo da dor, causando um desequilibrio entre

estimulos excitatérios e inibitorios que contribuem para a reducdo do limiar

e

consequente aumento na intensidade da dor, levando a sensacdo dolorosa para locais

ndo lesionados. Normalmente, um processo adaptativo que deve ser resolvido, se

perpetuado, pode originar alteracbes que mantém esse estado, resultando em dor

crénica, conforme ilustrado na Figura 4. (KWON, 2014; QASEEM, 2017).
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Figura 4 Representacdo esquematica do fenémeno que envolve a inibicdo da via
descendente responsavel pela modulacdo da dor, denominada “sensibilizagdo central”.
BDNF = Fator Neurotréfico do Cérebro. Fonte: Adaptado de Qaseem, 2017.

Independentemente do tipo de dor, a cronificacdo pode estar presente, e a
mais prevalente é a dor neuropatica (DN) crénica. Considerada um dos principais
problemas de saude nos paises desenvolvidos, a DNC afeta cerca de 20% da
populacdo adulta. Pacientes acometidos por sindromes neuroldgicas representam
25% do total de doentes atendidos em grandes clinicas de dor. (JAMES et al., 2018)

De acordo com a IASP, a DN ¢ definida como “dor que aparece como
consequéncia direta de lesdo ou doenga que afeta o sistema nervoso” (TREEDE,
2008, p. ). As neuropatias dolorosas normalmente estdo associadas a dor persistente,
a dor paroxistica espontanea, a alodinia (condicdo em que estimulos normalmente

indcuos sdo percebidos como nociceptivo) e a hiperalgesia (aumento da sensibilidade
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a estimulos nocivos) (Merskey, 1986). Um desequilibrio entre a sinalizacéo
somatossenssorial facilitatoria, inibitoria e alteragfes dos canais idnicos pode estar
relacionado ao mecanismo da DN crénica (DNC). (QASEEM, 2017).

A DNC tem prevaléncia significativa na pratica clinica e causa prejuizos na
qualidade de vida dos pacientes acometidos. Os casos podem ser subdivididos em
quatro classes: 1. Lesdo nervosa periférica focal e multifocal (traumatica, isquémica
ou inflamatéria); 2. Polineuropatias periféricas generalizadas (toxicas, metabdlicas,
hereditarias ou inflamatéria); 3. Lesdes do SNC (acidente vascular cerebral,
esclerose multipla e lesdo da coluna vertebral) e 4. Complexos distarbios
neuropaticos (Complexo da Sindrome da Dor Regional — CSDR), de acordo com a
classificagéo proposta por Baron (2010).

Os modelos animais sdo importantes para o estudo da DN e DC, pois por
meio deles se pode compreender o envolvimento da sensibilizagdo de neurdnios
aferentes periféricos e centrais (Koltzenburg; Scadding, 2001; Boyce-Rustay; Jarvis,
2009; Colloca, 2017; Alves, 2010), além de elucidar como promover a ativacdo de

processos antinociceptivos em animais com DN e DC. (MEDEIROS e col., 2019a, b,

c)

1.5 Modelos animais de dor neuropatica

Os modelos sdo descritos na literatura para reproduzir déficits sensitivos,
como alodinia, hiperalgesia e dor espontanea por curtos periodos de tempo. Existem
diversos tipos de modelos animais que avaliam diferentes etiologias e manifestacfes
da DN. Tais modelos podem evidenciar mecanismos tanto periféricos quanto centrais
da DNC. (SOUSA, 2016)

No inicio da década de 90, novos modelos experimentais animais foram
desenvolvidos para serem estudos e, assim, facilitar a compreensdo dos mecanismos
relacionados a DNC, sendo os modelos de ligadura parcial do nervo isquiatico
elaborado em 1990 (SELTZER, 1990) e o de ligadura de um ou dois nervos espinais
de roedores (L5 ou L5 e L6) desenvolvido por Kim; Chung (1992) as principais

ferramentas para estudo. Dessa maneira, pode-se elucidar a axotomia realizada pela



Introduggo | 38

transecgdo completa do nervo isquiatico na regido média da coxa, e o animal
desenvolve uma anestesia, servindo de base para estudos de dor crénica do membro
mutilado ou dor desaferentada.

O modelo utilizado no presente trabalho foi o de injuria por constricao
cronica do nervo isquiatico (CCI), atualmente um dos principais modelos utilizados
para investigar mononeuropatia periférica. Este foi desenvolvido por Bennett e Xie,
em 1988, e modificado por Sommer e Myers em 1995 que, no lugar de quatro
ligaduras frouxas, passou a utilizar apenas uma. Os animais assim operados
desenvolvem a hiperalgesia mecénica e ndo apresentam indice de autotomia
(Medeiros e cols., 2019a, b, c). Estudos de Medeiros e colaboradores (Idem)
mostraram que apenas uma ligadura pode ser suficiente para que o animal tenha
todos os sintomas da DNC. Em virtude disso, 0 modelo utilizado nesse estudo foi o
de uma ligadura, considerando que este, além de melhor manuseio, propicia a

diminuicdo de autotomias. Todos os modelos podem ser observados na figura 5:

Contusdo mecéanica Lesdo medular
da medula espinhal excitotdxica
(peso calibrado)

Rizotomia
(Basbaum, 1974)

Ligadura de raizes espinhais
{Kim e Chung, 1992)

Ligadura parcial do cidtico
(Seltzer, Dubner e Shir, 1990)

Ligadura frouxa e crénica do cidtico
(Bennett e Xie, 1988)

Lesdo poupadora de nervo
(Decorsted e Woolf, 2000)

Fibular comum Sural

Tibial

Figura 5 Modelos animais experimentais de dor neuropatica periférica. Fonte: Revista

Dor. Modelos experimentais para o estudo da dor neuropética. Fonte: SOUSA, 2016.
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1.6 Dor neuropatica cronica, analgesia e cortex motor

A dor neuropética (DN) geralmente é de forte intensidade e pode afetar os
pacientes por toda a vida. Pacientes com doencas degenerativas, como a doenca de
Parkinson ou deméncias, podem apresentar dor neuropatica como uma complicacdo do
quadro, tanto quanto os pacientes portadores de patologias ortopédicas, assim como a
sindrome da cirurgia das costas com falha (FBSS, sigla em inglés) e dor neuropética de
origem periférica. Os sintomas da DN diferem entre os pacientes, dificultando o
tratamento (HONEY, 2016; KIM, 2016). Atualmente, diretrizes apontam o uso da
neuroestimulagdo, que consiste na estimulacdo de estruturas que exercem controle
inibitorio nas vias ascendentes da dor quando o tratamento farmacoldgico é refratario
(GUASTELLA, 2008).

A estimulagédo elétrica do cortex motor (EECM) e a estimulagdo encefélica
profunda (Deep Brain Stimulation — DBS, sigla em inglés) sdo modalidades de
tratamento usadas para modular a DN por estimulacéo elétrica. A EECM foi introduzida
em 1991 por Tsubokawa e cols. para o tratamento de pacientes que apresentavam a
sindrome da dor talamica apos acidente vascular encefalico, e desde entdo, tem sido
utilizada na prética clinica (KIM, 2016; TSUBOKAWA, 1991 E 1991B).

O DBS foi relatado pela primeira vez para o tratamento da dor nociceptiva em
1954. Na década de 1970, muitos centros especializados de dor estavam usando o DBS
para tratar DN. (BOCCARD, 2015). De fato, a neuroestimulacdo € aplicada
principalmente em pacientes que ndo respondem a terapéutica farmacoldgica e a outras
ndo farmacologicas. (RASCHE e cols., 2006). Segundo estudiosos, um infarto supra-
talamico tornaria as células nociceptivas do cortex somestésico desaferentadas e
consequentemente hiperativas. A estimulacdo elétrica do cortex motor (CM) por uma
via intracortical excitaria células ndo-nociceptivas, tais como as tateis do cortex
somestésico, as quais inibiriam as hiperativas, resultando no processo analgésico.
(TSUBOKAWA, 1991; VILELA-FILHO; CORREA, 2010; PAGANO, 2012).

A EECM e DBS possuem vantagens para clinicos e pacientes: a EECM e
DBS sdo mais simples e faceis de implementar, quando comparados a outros

métodos cirtrgicos utilizados para a modulacdo da dor, como estimulacdo direta dos
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nervos periféricos e neurectomia, podendo ser considerados alternativas para o
controle da dor. (FONOFF, 2009; KIM, 2016)

De fato, outros recursos terapéuticos podem resultar em danos quando
comparamos ao tratamento elétrico: o farmacoldgico pode causar dependéncia e
tolerancia, e a estimulagdo direta dos nervos periféricos ou neurectomia pode causar
danos irreversiveis aos nervos (FONOFF, 2009).

De acordo com pesquisas que utilizaram métodos eletrofisiolégicos, a
inibicdo da atividade de neurdnios localizados no CDME, gerado por estimulos
mecanicos, é reduzida durante a estimulagdo, tanto do cdrtex somestésico primario
quanto do cdrtex motor, efeito que desaparece ap6s finalizado o estimulo
(SENAPATI, 2005a,b).

De fato, propds-se que a inibicdo da atividade neuronal no CDME seria
responsavel pelo efeito antinociceptivo, decorrente da estimulacdo elétrica do CM
(KURODA, 2000; SENNAPATI, 2005a,b). Os mecanismos envolvidos na
antinocicepcdo ndo estdo totalmente desvendados, entretanto, sabe-se que o
glutamato € considerado um dos principais neurotransmissores excitatorios do
sistema nervoso central e diretamente relacionado a plasticidade neural, a doengas
neuroldgicas, psicoldgicas e comportamentais. (GALER, 2000; MALETIC, 2009;
ROSENBERG, 2015).

Estudos mostraram que o DBS foi capaz de reduzir as dores em longo prazo
em diversas patologias, como neuropatia periférica, neuropatia trigeminal, dor
talamica, FBSS, dor no membro fantasma, lesbes do plexo braquial, dor apds
acidente vascular cerebral e lesdo medular. Entretanto, pouco se sabe sobre o
mecanismo analgésico e sua eficacia para a dor neuropatica cronica. (BOCCARD,
2015; 2012)

A alodinia ao frio é um achado clinico frequente em pacientes com dor
neuropéatica. Um estudo realizado em animais de laboratério demonstrou que, ao
avaliar a alodinia ao frio pelo teste de acetona 21 dias apds a constricdo crénica do
nervo ciatico, que a estimulacdo do CM; pelo procedimento DBS diminuiu a alodinia
ao frio imediatamente e até 30 minutos ap6s a estimulacdo M1 em ratos com dor
neuropatica crénica. (MEDEIROS e cols., 2019)
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Sendo assim, foram investigados os mecanismos da modulacdo de dor
neuropatica crénica decorrente da estimula¢do do cértex motor que, possivelmente,
ativam as vias descendentes inibitorias recrutadas através dos ndcleos do sistema
enddgeno de dor (BASBAUM & FIELDS, 1984; FREITAS e cols., 2005; 2008;
2009; 2013; 2014; 2016; FELIPPOTTI e cols., 2011; 2012), produzindo efeito

antinociceptivo no modelo de DNC em animais.

1.7 Atividade fisica e analgesia nas dores neuropaticas

O exercicio fisico tem sido proposto como uma terapia complementar ndo
invasiva, que promove a reparacdo do tecido nervoso em sindromes neuroldgicas
e/ou neurodegenerativas distinta (COTMAN; BERCHTOLD, 2002; COTMAN e
cols., 2007; VAN PRAAG, 2008, ARIDA e cols., 2013, INTLEKOFER. COTMAN,
2013).

Entende-se por atividade fisica qualguer movimento corporal produzido por
contracdo muscular que aumente o gasto energético (Howley, 2001). Estudos nos
mostram que o exercicio é capaz de melhorar a neurogénese em individuos adultos
praticantes, sendo assim, é uma atividade muito eficaz para melhora da dor cronica,
alem de ter grande influéncia no desenvolvimento cerebral. (GOMES DA SILVA,;
ARIDA, 2015).

Um dos efeitos do exercicio € a ativacdo dos nervos sensoriais aferentes dos
musculos ativos para a medula espinal. Durante a atividade fisica, as fibras sensoriais
dos musculos recrutados sdo aumentadas, fornecendo feedback importante sobre 0s
sistemas cardiovasculares e respiratorios (Mitchell, 1985). A via sensorial do reflexo
pressor do exercicio (RPE) cruza-se com as vias sensoriais dolorosas conhecidas
através das alteracGes do potencial receptor transitério vanildide 1 (TRPVy, sigla em
inglés) dos canais i6nicos de deteccdo de acido 3 (ASIC3 sigla em inglés) e do canal
de sodio. Tal conversa cruzada pode fornecer possiveis caminhos pelos quais 0s
beneficios conhecidos dos exercicios também podem se conectar a estados sensoriais
dolorosos. (O'LEARY e cols., 1999; AMANN e cols., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arida%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26289488
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Estudos demonstram que alteragdes moleculares e celulares nos neurdnios
sensoriais GRD podem ser induzidas pelo exercicio. Os beneficios podem aparecer
rapidamente, entre eles, a melhor regeneracdo ap6s lesdo nervosa com apenas 3 ou 7
dias de exercicio. Tal efeito pode estar relacionado ao aumento da producdo de
varios sinais moleculares, incluindo fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
fator de crescimento nervoso (NGF), neurotrofina 3 (NT-3), sinapsina | (SNAP1) e
proteina associada ao crescimento 43 (GAP43) em ganglios sensoriais, estimulando o
crescimento axonal. (MOLTENI e cols., 2004; LOPEZ e cols., 2015).

Os sistemas imunoldgico e nervoso interagem nos estados de dor cronica por
meio de células imunes, da glia e de neurdnios responsaveis por coordenar essas
respostas, além da excitacdo do caminho da dor. Muitas dessas interacfes incluem a
sintese e liberacdo de mediadores inflamatorios e neurotransmissores, segundo Ren;
Dubner (2010).

Citocinas pro-inflamatorias tém sido implicadas em condi¢fes nociceptivas
inflamatdrias e neuropaticas em uma ampla gama de pesquisas (Mika e cols., 2013).
O marcador de inflamagdo mais proeminentemente estudado, o TNF-a, tem sido
implicado como tendo um papel fundamental nos mecanismos periféricos e centrais
de sensibilizacdo a estimulos dolorosos. Os beneficios do exercicio ndo se limitam
apenas a periferia, pois também exibem um valor substancial para o sistema nervoso
central. Os numerosos beneficios do exercicio no sistema nervoso sensorial

periférico e central sdo destacados na figura 6. (COOPER e cols, 2016).

Alteracdo provocada pelo exercicio no sistema nervoso sensorial
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Figura 6 - AlteragOes causadas pelo exercicio no sistema nervoso sensorial. Viséo geral
das inUmeras vantagens mecanicas positivas que podem contribuir para os beneficios
sensoriais globais criados com a atividade fisica. NR; = subunidade do receptor de
NMDA, BDNF: Fator neurotrofico do cérebro, TrkB = Receptor de tropomiosina
quinase B, NT-3 = neurotrofina 3, SNAP1= sinapsina I, NGR= fator de crescimento do
nervo, GAP43 = proteina associada ao crescimento 43, TRPM8= Receptores
transitorios de canais de cations subfamilia M membro 8. TRPV;: Receptor vanildide

(canal i6nico) de potencial transitorio. Fonte: Adaptado de Cooper, 2016.

Estudos demonstram que ocorre atraso do inicio da neuropatia associada a
diabetes com exercicio continuo através das alterac6es na funcdo do canal de calcio no
ganglio da raiz dorsal. Esse atraso da DN diabética permite modificacdes na sinalizacédo
nociceptiva da periferia, trazendo beneficios adicionais, como o aumento da velocidade
de conducdo do nervo motor, modificando ou atrasando o curso natural da neuropatia
periférica diabética. (BALDUCCI, 2006)

Em modelos animais, a corrida foi capaz de atenuar diferentes formas de
alodinia, em que se vinculam diferentes marcadores moleculares, como hiperalgesia

mecanica, fria (TRPMg) e de calor (TRPV;). Os marcadores moleculares foram
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positivamente alterados pela corrida for¢ada (Yoon, 2015). Estudos de dor associados
ao nervo isquiatico relatam que o exercicio fisico tem uma influéncia negativa na
nocicepgdo. Embora esse ndo seja um modelo amplamente utilizado de dor, nesse caso,
foi observado o exercicio produzindo mais hiperalgesia em ratos com dor neuropatica
periférica, induzida pela cialtagia, comparado ao grupo controle ndo exercitado.
(BERTOLINI, 2011)

O tratamento da dor é complexo e para a utilizacdo do exercicio fisico devem-se
propor programas que combatam a plasticidade do SNC formada pela persisténcia do
sintoma algico. Dentre elas, predominam a prescricdo de exercicios aerdbicos, de
fortalecimento e alongamentos de musculos e tendGes (LEMSTRA; OLSZYNSKI,
2005). Os mecanismos envolvidos na acdo analgésica e o exercicio fisico ainda ndo séo
muito esclarecidos, entretanto descreve-se a acdo analgésica pelo sistema opioide
endogeno e também os movimentos aplicados como fatores que auxiliam na
dessensibilizagédo de areas dolorosas por meio da estimulacéo exteroceptiva. (CASTRO,
2010).

Gaffuri (2011) submeteu os animais com DNC a exercicios fisicos e ndo
obteve uma diferenca significativa sobre os grupos em relacdo a atenuacao da dor.
Contudo, os resultados de Gongalves; Luciano (1999) com ratos treinados em esteira
ergometrica mostraram atenuacdo da resposta inflamatéria, em comparacdo com
ratos sedentarios.

Entretanto, investigamos se 0 treinamento em esteira em combinacdo com a
estimulacdo elétrica do cortex motor para assim, saber se ocorre atenuacdo da dor
quando o animal foi submetido ao treinamento aerdbio em animais com dor

neuropatica crénica.

1.8 Neurotransmissdo Glutamatérgica e Cortex Motor

O glutamato (L-Glu) é um dos principais neurotransmissores excitatorios do
sistema nervoso central (SNC), exercendo um papel crucial na plasticidade sinaptica. E
um aminodacido ndo essencial que ndo cruza a barreira hematoencefalica, sintetizado no

citoplasma do neurdnio pré-sinaptico, empacotado em vesiculas e liberado na fenda
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sindptica. O glutamato ¢é retirado da fenda por diversos transportadores de aminoacidos
excitatorios (TAAES) e levado para células gliais onde havera a conversdo de glutamato
em glutamina através da acdo da enzima glutamina sintetase. A glutamina é reabsorvida
pelos terminais nervosos, permitindo um ciclo de suprimento adequado de
neurotransmissores, conforme demonstrado na Figura 7. (FEATHERSTONE, 2009;
VALLLI, 2014).

Célula Glial

~ Glutamina Glutamina \\
« b - .
Terminal TOO L|)| Glutamina
HN~—~CH-—CHgy—CH;s—C~-—NH, sintetase
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(ilrutamato

-

Co0™ v

| 4
NH;

—CH—CH—CH—C00"™
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Célula

Receptores A
pos-sinaptica

glutamatérgicos

Figura 7 - Sintese do glutamato e seu ciclo entre neurénio e células da glia. A glutamina
é sintetizada no neurdnio pré-sinaptico e liberada como glutamato na fenda sinaptica,
sendo reabsorvida através dos transportadores de aminoacidos excitatérios (TAAE) e
sintetizado em glutamina pela enzima glutamina-sintetase localizada na célula glial. Em

seguida, é enviado novamente para o neurénio pré-sinaptico. Fonte: Purves, 2010.
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Os receptores glutamatérgicos sdo divididos em dois grupos: os ionotropicos
(iGIluRs) e os metabotrépicos (mGIuRs) (Figura 8). Os receptores iGIuRs geram uma
resposta excitatoria no neurdnio pds-sinaptico, diferentemente dos mGIuRs, que sdo
responsaveis por uma resposta mais lenta, aumentando ou diminuindo a excitabilidade
das células pés-sinapticas (FEATHERSTONE, 2009). Os iGluRs podem ser de trés
tipos: N-metil-D-aspartato (NMDA), acido-amino- 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-
propidnico (AMPA) e cainato (KA), e agem diretamente no fluxo de ions,
principalmente no canal Na* e Ca** da célula pés-sinaptica. (PINHEIRO; MULLE,
2008).

Tipos de receptores glutamatérgicos

l Glutamato \

I 1
' lonotropico \ ' Metabotrofico \
| | 1
I Ll 1 1 1 1
G3- mGluR4 e

G1- mGluR1 G2- mGluR2 GluR6,

AMPA CAINATO NMDA mn(.;lu;.'i : mT;IuES ) nTGquRTE

mGluR8

Figura 8 - Representacdo esquematica dos receptores glutamatérgicos e suas subdivisoes.
Fonte: Adaptado de Purves, 2010. NMDA = N-metil-D-aspartato, AMPA = acido-

amino- 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propiénico, KA = cainato, mGIuR= receptores

metabotrdpicos do glutamato.

Os canais ligados aos receptores NMDA tendem a permanecer abertos por mais
tempo e sua ativacdo ocorre gquando trés eventos acontecem simultaneamente: (i) a
ligacdo do neurotransmissor glutamato ao receptor; (ii) sua ligacdo a glicina (co-

agonista obrigatdrio) e (iii) a despolarizacdo da membrana pos-sinaptica. (COTMAN,
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1994). A despolarizacdo das células axonais piramidais, o envolvimento de receptores
NMDA e opidides enddgenos podem desempenhar uma atividade analgésica quando
estimulado o cértex motor. A descoberta da interacdo dos receptores opidides do tipo u
e glutamatérgicos foram importantes para a compreensdo de mecanismos que induzem
a tolerdncia e & perda da eficacia analgésica dos opidides. (GARCIA-LARREA,;
PEYRON, 2007)

E importante sabermos os mecanismos de recaptacdo do glutamato por
neurbnios ou células gliais, pois estes determinam o tempo que 0 neurotransmissor
estard disponivel na sinapse, pois problemas na transmissdo glutamatérgica
correlacionam-se a numerosas doencas neuroldgicas e transtornos psiquiatricos
(GREWER, 2005; VALLI, 2014). Atualmente, sabe-se que 0S mecanismos
glutamatérgicos participam do desenvolvimento neural, da plasticidade sinaptica,
aprendizado, memoria, epilepsia, isquemia neural, tolerancia, dependéncia de drogas,
ansiedade, depressdo e na DN (PRYBYLOWSKI, 2004, AVERILL e cols., 2017;
BARKER-HALISKI; WHITE, 2015).

Desde o relato de Tsubokawa (1991) indicando que a estimulagédo elétrica do
CM produziu analgesia em 73% dos pacientes submetidos a EECM pds-AVC. Sugeri-se
que essa area cortical ganhou notoriedade por sua eficacia no tratamento de sindromes
crénicas de DN (PRYBYLOWSKI, 2004; de ANDRADE, 2019). Evidéncias sugerem
gue os aminoacidos excitatdrios e inibitorios desempenham papéis importantes na SCP
e em outros centros cerebrais envolvidos na modulacdo da dor. Embora se tenha
evidéncias clinicas e experimentais de que esses aminoacidos glutamatérgicos estdo
envolvidos na transmissdo da dor, 0 mecanismo subjacente ao efeito analgésico da
estimulacdo do CM na liberacdo de neurotransmissores na coluna dorsomedial da SCP
permanece incerto. (MARTINS, 2008; HO, 2013).

Avaliamos se a estimulacdo elétrica via equipamento DBS ou a estimulacdo
quimica (EQ), via micro injecdo do agonista NMDA no CM primario (M;), atenuam a
dor neuropatica crénica induzida pela constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI) de
ratos. Podemos supor que a estimulacdo do cortex motor primério ativa seletivamente
neurdnios do SCPdm que, por sua vez, inibem os neurbnios nociceptivos hiperativos

dentro do CDME. O envolvimento do sistema glutamatérgicos, através do bloqueio dos
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receptores NMDA na coluna dorso medial da SCP (SCPdm) com o antagonista
glutamatérgico LY?255959, também foi investigado sobre o possivel efeito analgésico
induzido pela estimulagdo elétrica do cortex motor (EECM) em animais com dor

crdnica de origem neuropética.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi estudar as bases neurais e psicofarmacoldgicas e mecanismos
analgésicos na dor neuropatica cronica (DNC). Pretende-se ademais avaliar o efeito da
estimulacdo elétrica (deep brain stimulation; DBS) e quimica (ativagdo dos receptores
NMDA) do cortex motor (CM) primario (M;) para mensuracdo da modulacdo da DNC. Além
disso, investigar-se a analgesia ocasionada pela estimulacdo elétrica depende dos receptores
NMDA da substancia cinzenta periaquedutal (SCP), um nicleo do sistema enddégeno de
modulacdo da dor. Por fim, investiga se o efeito do exercicio fisico como um adjuvante da

neuroestimulacdo do M; para produzir o efeito analgésico em animais com dor DNC.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o comportamento locomotor em animais submetidos a CCl e Sham pelo teste
de open-field, em grupos independentes de animais;

v Estudar a possivel participacdo do CM na modulacdo da DNC, apos 21 dias da injuria
por constricdo crénica (CCI) do nervo isquiatico, através da neuroestimulacdo do M; a
20uA/15s por meio do aparelho de DBS (deep brain stimulation), avaliando-se o efeito no
teste de alodinia mecanica (teste de von Frey) em animais com DNC, em grupos
independentes de animais;

v Estudar o possivel envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica, via ativacao do
receptor NMDA do CM sobre a modulacdo da DNC, ap6s 21 dias a CCI, atraves da
microinjecdo do agonista NMDA (a 2, 4 e 8nmol/200nL) no M1, avaliando-se o efeito no teste
de alodinia mecanica (teste de von Frey) em animais com DNC, em grupos independentes de
animais;

v Estudar a possivel participacdo do sistema enddgeno de inibicdo dor mediante
estimulacdo elétrica do CM. Sera realizado o bloqueio prévio dos receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) apds 21 dias da CCI,
através do pré-tratamento da SCPd com LY235959 (a 2, 4, ou 8nmol/200nL), um antagonista

de receptores NMDA, seguido pela estimulacdo elétrica ou quimica do Mj, avaliando-se o
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efeito no teste de alodinia mecénica (teste de von Frey) em animais com DNC, em grupos
independentes de animais;

v Avaliar o efeito da atividade fisica em animais com DNC. Para isso, foi realizado o
teste da esteira em animais com DNC com ou sem estimulagdo elétrica do CM, avaliando-se o
efeito no teste de alodinia mecénica (teste de von Frey) em animais com DN, em grupos

independentes de animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados, no presente trabalho, ratos albinos (Rattus norvegicus, Rodentia,
Muridae), de linhagem Wistar, pesando inicialmente entre 80-100g. Esses animais foram
alojados em caixas com dois exemplares, e ficaram acondicionados sob ciclo claro/escuro de
12/12h (luzes ligadas as 7h), e com temperatura entre 22-23°C, sendo-lhes permitido livre
acesso a comida e agua durante todo o experimento, a ndo ser durante 0s registros
comportamentais. Os experimentos foram realizados segundo os principios éticos elaborados
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FMRP-USP (CEUA-FMRP-USP,
Processos: 067/2012 e 036/2017) e segundo as diretrizes da IASP para pesquisa com

estimulos nociceptivos em animais (Zimmermann, 1983).

3.2 Modelos de dor neuropatica

Para induzir a mononeuropatia periférica experimental, os animais foram submetidos
ao procedimento de leinjuria por constricdo cronica do nervo isquiatico (CCI), como descrito
por Bennett e Xie em 1988. O modelo classico de CCI consiste na realizacdo de quatro
ligaduras do nervo isquiatico. Contudo, no presente trabalho, foi utilizado o modelo adaptado
da CClI, fazendo uma simples ligadura do nervo isquiatico direito do roedor (Medeiros, 20193,
b, ¢).

Inicialmente, os animais foram anestesiados através da administracdo por via
intramuscular (IM), na pata posterior esquerda, utilizando-se uma solucéo na proporcéo de 0,1
ml de cetamina a 92mg/kg (Ketamina®) para 0,2ml de xilasina a 9,2mg/kg (Dopaser®). Foram
colocados sobre uma mesa com o dorso para cima e a pata posterior direita foi presa por um
esparadrapo. Foi realizada tricotomia desta pata, seguida pela desinfeccdo com iodopolvidina.
Na proxima etapa, houve realizacdo da incisdo longitudinal de 15 mm na altura da coxa,
regido dorso-lateral, em nivel de trocater/fémur. O nervo isquiatico foi acessado e exposto
através da dissecacdo dos musculos, grande glateo e biceps femural. Foi realizada uma

ligadura com fio Cat-gut 4-0 cromado no nervo isquiatico direito, proximal a trifurcacédo
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isquiatica. A tensdo gerada nas ligaduras foi de intensidade leve, suficiente para causar leve
isquemia sem interromper o fluxo sanguineo total. As incisGes na pele foram suturadas com o
fio mononylon 5-0 e, em seguida, agua oxigenada foi passada no membro posterior direito do
roedor.

O grupo controle “falso operado” (sham) foi submetido a todos os procedimentos
cirlrgicos, entretanto, com a exposi¢do do nervo isquiatico, mas sem a ligadura do mesmo
(sem a CCI). O modelo de Bennett e Xie pode ser observado na figura 9, porém, foi realizado,
no presente estudo, o modelo adaptado de Medeiros e colaboradores (2019a,b,c), em que

induz a neuropatia periférica através de uma ligadura no nervo isquiatico de roedores.

Modelo utilizado

Figura 9 - Modelo de Constricdo Cronica do Nervo Isquiatico (CCI) proposto por
Bennett e Xie (1988) com quatro ligaduras no nervo isquiatico. Fonte: Joachim Scholz e cols.,
2008. Nota bene: no presente trabalho, foi realizada apenas uma ligadura no nervo isquiatico
dos roedores. Esta proposta fora realizada em nosso grupo de pesquisa (Medeiros e cols.,
2019a,b,c).

3.3 Teste de Von Frey

Foi utilizado o teste de filamentos de Von Frey (North Coast, EUA), para avaliar o
limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (Figura 9). Consiste em conjunto de monofilamentos

de nylon, de varias espessuras, que exercem diferentes graus de forca quando aplicadas sobre
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a superficie plantar da pata. O teste permite avaliar a quantidade de forca necesséria para
evocar o comportamento de retirada da mesma. (CHAPLAN, 1994).

Os animais foram individualmente colocados em caixas acrilicas, medindo 23x20x18
cm, dispostas sobre uma mesa com assoalho de grade de aco ndo maleavel, com 5 mm? de
espaco 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 lesada do animal CCI
(pata direita), na pata ndo lesada do sham (direita), e também na pata esquerda
(contralateramente a cirurgia de CCI), em todos 0s animais.

Foi realizado a linha de base 1 (antes das cirurgias de CCl), a linha de base 2 (21 dias
apos a CCl e antes do tratamento farmacoldgico ou da estimulacdo) e o teste 5 minutos apés o
tratamento farmacoldgico ou a estimulacdo do CM. O teste de von Frey foi realizado até 30
minutos em animais submetidos a estimulacédo elétrica do cortex motor e durante 60 minutos
nos roedores que receberam a estimulacdo quimica do CM/M;, como ilustrado na figura 10.

‘
A T
9

\

S



Material ¢ M¢todos | 54

Figura 10 - Teste de von Frey, aferindo a alodinia mecénica com o filamento de von Frey
(10g) em animais com dor neuropética crénica 21 dias apds a CCI. Fonte: Laboratério de
Neurociéncias da Dor & Emogoes. FMRP-USP.

3.4 Cirurgia estereotéaxica: implantacéo do eletrodo e da canula-guia

Os animais foram anestesiados com uma solugcéo na proporc¢éo de 0,1 ml de cetamina,
na dose de 92mg/kg (Ketamina®.), para 0,2ml de xilasina, na dose de 9,2mg/kg (Dopaser®),
e fixados a um aparelho estereotaxico (David Kopf, USA). A barra de fixacdo dos incisivos
foi colocada a 3,3 mm abaixo da linha interaural, 0 que permitia que o cranio ficasse em uma
posicdo horizontal entre bregma e lambda. Foi realizada a implantagdo unilateral de um
eletrodo de estimulacdo elétrica ou uma canula-guia de ago inoxidavel (o.d. 0.6 mm, i.d.
0.4mm) foi implantada no cortex motor (CM) primario (Mi) no hemisfério esquerdo,
contralateral a lesdo do nervo isquiatico, diretamente sobre a area funcionalmente associada
ao membro posterior, segundo as coordenadas AP= + 1,1 mm; ML= + 1,5 mm e DV= -
1,5mm, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1998).

A fim de estudar os nucleos do sistema enddgeno de modulacéo da dor, foi implantada
uma canula-guia na SCPdm para investigacdo do efeito do bloqueio dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA antes da estimulacdo elétrica (pelo DBS) ou quimica
(agonista NMDA) do M; em animais com DNC. Uma vez implantado o eletrodo de
estimulacdo ou uma canula-guia no M;, outra canula-guia foi adicionalmente implantada
unilateralmente, na SCPdm, segundo as coordenadas AP=-7,20mm, ML=0,1mm e
DV=4,7mm, tomando-se 0 bregma como referéncia, estando a sutura lambdoide e bregmatica
em um mesmo plano horizontal, de acordo com o Atlas de Paxinos; Watson (1998).

Depois de implantados, os eletrodos e a canula-guia foram fixados na calvaria por uma
protese de acrilico autopolimerizavel que, por sua vez, fora ancorada por dois parafusos de

fornitura de aco inoxidavel.
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3.6 Teste de campo aberto (open field)

O aparato de campo aberto consiste em uma arena circular em acrilico cristal (97cm de
didmetro e paredes de 32,5cm de altura, topo aberto e piso dividido em 19 secGes
semelhantes). Cada animal foi colocado suavemente no centro do recinto e 0 comportamento
foi filmado (Sony Handycam) durante 5 minutos. O teste verifica a exploragédo ambiental e a
atividade locomotora geral, e permite avaliar o comportamento relacionado a ansiedade em
roedores quando o mesmo estiver preferencialmente posicionado na periferia do aparato.
Assim, mediu-se o tempo de permanéncia do centro ou na periferia da arena. Assim, mediu-se
0 tempo de permanéncia do centro ou na periferia da arena, a quantidade de levantamento e
cruzamento do animal no aparato para avaliar a locomocéao geral e diferenciar entre Sham e
CCI. Além disso, esse aparato foi utilizado durante 20s para realizacdo da neuroestimulacéo

em todos 0s grupos.

3.7 Histologia

Apos a realizacdo dos procedimentos neurofisiologicos e neuropsicofarmacologicos, 0s
animais foram anestesiados através da administracdo por via IP (Intraperitoneal), com 3 mL
de solucdo de uretana 4%, perfundidos atraves do ventriculo esquerdo com solucdo de NaCl a
0,9%, em volume suficiente para retirar todo o sangue do animal, seguida de solucéo
tamponada de paraformaldeido 4%, em volume suficiente para fixar os tecidos. Os enceéfalos
foram retirados e mantidos refrigerados, no fixador (paraformoldeido 4%) por no minimo 24h
e, em seguida, mergulhados em solucdo de sacarose 30%, guardados também em geladeira
para preservacdo, por 24h. Apoés estes processos, foram congelados e cortados, com o auxilio
de um micrétomo, em sec¢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 posicao das pontas dos eletrodos de estimulacéo e das agulhas de microinjecéo
no neuroeixo serdo assinalados em anagramas do atlas de Paxinos; Watson (1998). Somente
foram incluidos na andlise estatistica animais com sinais de presenca da extremidade final do
eletrodo de estimulacdo e da microagulha, para microinjecao de drogas dentro do CM/M;, da
SCPdm.
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3.8 Drogas

Foram utilizados salina fisiolégica (NaCl 0,9%), como controle, e 0 agonista NMDA
(Sigma), que foi microinjetado no M; nas concentragfes de 2, 4 e 8nmol. O antagonista de
receptores NMDA, o LY?235959 (Sigma), foi microinjetado na dmPAG nas concentracdes de
0,25, 2 e 8nmol. Todos os veiculos farmacoldgicos e as drogas foram administrados

randomicamente no volume de 200nL, e em grupos independentes de animais.

3.9 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média, + erro padrdo da média e analisados atraves
do método de variancia multivariada (MANOVA), com medidas repetidas para a comparagédo
dos grupos e dos tempos. Os fatores analisados foram o tempo, o tratamento e interacdo do
tratamento versus tempo, seguida, quando houve diferenca estatisticamente significativa para
a interacdo versus tempo, pela analise de variancia dupla (Two-Way-ANOVA). Ademais, foi
realizado o teste post-hoc de Tukey, para aferir a alteracdo da alodinia mecénica através do

teste de von Frey em ratos com dor neuropatica crénica.

3.10 Procedimentos experimentais

3.10.1 Microinjecao e estimulacédo quimica do cértex motor primario

Para avaliacdo do envolvimento do CM com a ativacdo do sistema glutamatérgico,
realizou-se, ap0s 7 dias da cirurgia estereotaxica (implantacdo de canula-guia no Mj), o pre-
tratamento com salina fisiologica (NaCl 0,9%) no CM, seguida da estimulacdo quimica
realizada por meio do agonista NMDA nas doses de 2, 4 e 8nmol/200nL para estimular
receptores glutamatérgicos. Foi utilizada uma microagulha (Mizzi), conectada a uma
microsseringa (Hamilton, I0pL) introduzida na cénula-guia, e ultrapassando a sua
extremidade final em 1 mm. Um cateter de polietileno foi acoplado a microagulha para
monitorar as microinjecdes, que foram feitas através de uma bomba de infusdo de drogas

(Stoelting). Apos esse procedimento, o animal foi levado para o aparato de von Frey para
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afericdo da alodinia mecénica e avaliado por até 60 minutos ap06s a estimulacdo quimica do
CM, em animais com e sem dor neuropdtica. A distribuicdo dos grupos utilizados nesse
experimento pode ser observada na Tabela 1. O procedimento experimental pode ser
observado na figura 11.

Tabela 1 Distribuicdo dos grupos do estudo neurofisiolégico realizados no cortex motor

primario.
Procedimento Cirargico Tratamento Farmacolégico NUmero de Animais por Grupo (n)
Sham Veiculo CM 8
CcCl Veiculo CM 8
CClI EQCM NMDA - 2nmol 8
CClI EQCM NMDA - 4nmol 8
CClI EQCM NMDA - 8nmol 8
Procedimento Experimental
Dia0 Dia 14 Dia 21 Teste de von Frey (VF)
T T T 5min [ \
Neuropatia: S5min
CCl 1 Ligadura
Sham (“Falso operado”) FE i F
Basal 2: R S .
Basal 1: Cirurgia -Teste de von Frey 0 15304560 min
-Teste de von Frey Estereotaxica Microinje¢do CM Perfusio
Veiculo ou NMDA Analise

(2,4, 8nmol) Histologia

Figura 11 - Procedimento experimental da estimulacdo quimica do cortex motor primario.

CCI = constrigdo crénica do nervo isquiatico. CM = Cortex Motor, Min = minutos.
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3.10.2 Estimulacao elétrica do cortex motor primario

Para a avaliagéo do envolvimento do CM sobre a analgesia produzida em animais com
dor neuropética cronica, realizou-se a eletroestimulacdo elétrica dessa regido 21 dias apds a
CCI. Apo6s uma semana da cirurgia estereotaxica (implantacéo do eletrodo no M), 0s animais
foram colocados em uma arena circular (60 cm de didmetro e 50 cm de altura com o chao
dividido em 12 se¢des), com o compartimento experimental iluminado com 40-W de lampada
fluorescente (350 Ix no chdo da arena nivel). Os animais foram colocados por um periodo de 5
min de habituacdo no teste de campo aberto. Depois, 0 eletrodo implantado no mesencéfalo,
ligado a um gerador de estimulos (STG3008-FA, sistemas multicanal, Alemanha) (Figura 12),
0 que permitiu aplicar corrente de pulsos (largura de impulso de catodo 100us intervalo de
pulso 100 e pulso anddico largura de 100us, repetidos durante 15 segundos) (Melo; Thomas,
2015). A estimulagdo cerebral foi realizada na intensidade em passos de 20pA por 15

segundos.

A

Data Acquisition System
LFP Filter Main Amplifier

= h

MC Stimulus I 1 V1433
; Neuroestimulator

------

Ml—Stimulation

Figura 12 — Gerador de estimulos (STG3008-FA, sistemas multicanal, Alemanha) (A).
Animal recebendo o estimulo elétrico no cortex motor primario e posicionado no aparato do
teste de campo aberto (B). Fonte: Laboratério de Neurociéncias da Dor & Emocdes — FMRP-
USP.
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Apos a realizacdo da neuroestimulagdo pelo sistema do DBS citados acima, o animal
foi levado ao aparato de von Frey para afericdo da alodinia mecénica. Cada animal foi
utilizado e recebeu estimulacdo elétrica uma vez. Um grupo adicional foi testado, com a
implantacdo do eletrodo, mas sem a estimulagdo do CM (OpA/15s). O efeito no teste de
alodinia mecénica (teste de von Frey) em animais com DNC foi avaliado por até 30 minutos
apos a neuroestimulacdo do M;. A distribuicdo dos grupos utilizados nesse experimento pode
ser observada na Tabela 2. O procedimento experimental pode ser observado na figura 13.

Tabela 2 Distribuicdo dos grupos de estudo da estimulacdo elétrica do cortex motor primaria

(EECM) para avaliar a melhora da dor neuropatica cronica.

Procedimento Cirdrgico ~ Tratamento de Neuroestimulagéo NUmero de Animais por Grupo (n)

Sham EECM 0pA/15s 8
Sham EECM 20pA/15s 8
CCl EECM 0pA/15s 8
CClI EECM 20pA/15s 8

Procedimento Experimental

Dia0O Dia 14 Dia 21 Teste de von Frey (VF)
T T T 5min ,‘ '|
Neuropatia: 5min
CCl 1 Ligadura
Sham (“Falso operado”) H H H
Basal 2: : : : .
Basal 1: Cirurgia -Teste de von Frey 0 15 30min
-Teste de von Frey Estereotaxica EECM com DBS Perfusdo
OpA/15s ou 20pAf15s Andlise

Histologia
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Figura 13 - Procedimento experimental da eletroestimulacdo pelo aparelno Deep Brain
Stimulation no cdrtex motor priméario. CCl = constricdo crénica do nervo isquiatico. CM =

Cortex Motor. EECM = Eletroestimulagdo do Cétex Motor, DBS = Deep Brain Stimulation.

3.10.3 Bloqueio do receptor NMDA do sistema enddgeno de inibicdo de dor, seguida da

estimulacéo elétrica do cortex motor primario

Foi realizada a investigacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na analgesia
induzida pela estimulagdo elétrica do M; e seu envolvimento com o sistema endogeno de
inibicdo de dor.

Uma semana ap0s a cirurgia estereotaxica (implantacdo do eletrodo no CM e da
canula-guia na SCPdm), os animais foram colocados em uma arena circular (60 cm de
didmetro e 50 cm de altura com o chéo dividido em 12 sec¢des), com 0 compartimento
experimental iluminado com 40-W de lampada fluorescente (350 Ix no chdo da arena nivel).
Foi realizada a microinjecdo de 200nl de salina ou LY 235959 nas doses de 0,25, 2 e 8nmol,
um antagonista seletivo para receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na SCPdm. Apds 5
minutos da microinjecdo, a neuroestimulacdo foi realizada pelo gerador de estimulos, e 0
animal foi levado para o aparato de von Frey para afericdo da alodinia mecanica, em animais
com e sem DNC. A distribuicdo dos grupos pode ser observada na tabela 3. Cada animal foi
utilizado e recebeu uma estimulacdo elétrica no CM. Um grupo adicional foi realizado, com a
implantacdo do eletrodo, mas sem a estimulacdo do CM. O efeito no teste de alodinia
mecanica (teste de von Frey) em animais com DN croénica foi avaliado até 30 minutos apos a
neuroestimulacdo do CM; o procedimento experimental pode ser visualizado na figura 14 e a

distribuicdo dos grupos utilizados no experimento pode ser visualizada na tabela 3.
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Procedimento Experimental

Dia0 Dial4 Dpija21 Teste de von Frey (VF)
Neuropatia: 5min Smin Smin
CCl 1 Ligadura
Sham (“Falso operado”) i i
Basal 2: P ‘ .
Basal 1: Cirurgia -Teste de von 0 15 30min
-Teste de von Frey Estereotaxica Frey EECM com DBS Perfus3o
OpA/15s ou 20pA/15s Andlise
¥ Histologia

Microinjecdo na SCPdm
-Veiculo
L¥Y235959 (0,25, 2 e 8noml)

Figura 14 - Bloqueio do receptor glutamatergico do tipo NMDA da SCPdm (um nucleo do
sistema endogeno de inibicdo de dor), seguida pela estimulacéo elétrica do M. Representacédo
esquematica da sequéncia temporal dos experimentos envolvendo a estimulacdo por meio do
equipamento DBS no CM apos pre-tratamendo da SCPdm com LY235959, um antagonista de
receptores NMDA. CCI = constricdo crénica do nervo isquiatico. CM = Coértex Motor.

SCPdm = Substancia Cinzenta Periaquedutal. DBS = Deep Brain Stimulation.

Tabela 3 Distribuicdo dos grupos estudados no bloqueio do receptor NMDA do sistema

endogeno de inibicédo de dor, seguida da estimulacéo elétrica do cortex motor primario.

Procedimento Cirdrgico Tratamento Numero de Animais por
Grupo (n)
CClI Veiculo SCPdm + EECM a 0 pA / 15s 8
CCl Veiculo SCPdm + EECM a 20 pA / 15s 8

CClI LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 0 pA / 15s 8
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CClI LY235959 0,25nmol SCPdm + EECM a 20 pA /15s 8
CClI LY235959 2nmol SCPdm + EECM a 20 pA /153 8
CClI LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 20 pA /15s 8

3.10.4 Bloqueio do receptor NMDA do sistema enddgeno de inibi¢ao da dor, seguido pela

estimulacao quimica do cortex motor

Apo6s 7 dias da cirurgia estereotéaxica para implantacdo de uma canula-guia no CM e
outra canula na SCPdm, foi realizado o pré-tratamento da SCPdm com 200nl de salina ou
LY235959 a 0,25, 2 ou 8nmol, um antagonista seletivo para receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA. Apo6s 5 minutos, o sistema glutamatérgico foi ativado através da microinjecéo do
agonista NMDA (0,25, 1 ou 4nmol) no CM. Tanto para microinje¢do na SCPdm ou no CM,
uma microagulha (Mizzi), conectada a uma microsseringa (Hamilton, 10uL) foi introduzida na
canula-guia, ultrapassando a sua extremidade final em 1 mm. Um catéter de polietileno foi
acoplado a microagulha para monitorar as microinjecées, que foram feitas através de uma
bomba de infusdo de drogas (Stoelting). A distribuicdo dos grupos utilizados no estudo junto
ao procedimento experimental pode ser observada abaixo na figura 15 e Tabela 4,

respectivamente:

Procedimento Experimental

Dia0 Dial4 pija21 Teste de von Frey (VF)
1 Neuropatia: l lSmin 5min | 5min |
CCl 1 Ligadura
Sham (“Falso operada”) o Pt
Basal 2: I I
Basal 1: Cirurgia -Teste de von 0 15 30 45 60 min
-Teste de von Frey Estereotaxica Frey Microinjecdo CM Perfusdo
Veiculo ou NMDA Analise

il (2,4, 8nmol) Histologia

Microinjeg¢do na SCPdm
-Veiculo
LY235959 (0,25, 2 e 8noml)
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Figura 15 - Bloqueio do receptor glutamatérgico do tipo NMDA do sistema enddgeno de
inibicdo da dor, seguida pela estimulagdo quimica do CM primario. Representacdo
esquematica da sequéncia temporal dos experimentos envolvendo a estimulagdo quimica do
CM, por meio da microinjecdo do agonista NMDA apés pré-tratamento da SCPdm com o
LY235959, um antagonista de receptores NMDA. CCl = constricdo crbénica do nervo
isquiatico. CM = Cortex Motor. SCPdm = Substancia Cinzenta Periaquedutal. NMgR =
Nucleo Magno da Rafe.

Tabela 4 Distribuigdo dos grupos no estudo do bloqueio do receptor NMDA no sistema

endogeno de inibicéo da dor, seguido pela estimulacido quimica do cortex motor.

Procedimento Cirargico Tratamento NUmero de Animais por
Grupo (n)
Sham Veiculo SCPdm + Veiculo CM 7
CClI Veiculo SCPdm + Veiculo CM 7
CClI LY235959 8nmol SCPdm + Veiculo CM 7
CClI LY235959 0,25nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol 7
CClI LY 235959 2nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol 7
CClI LY235959 8nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol 7

3.10.5 Avaliacéo da atividade fisica sobre a dor neuropatica crénica

Os métodos de treinamento na esteira foram realizados no 15° dia apds o procedimento
cirargico, contexto em que todo o procedimento foi gravado (Sony Handycam) durante o

tempo de treinamento na esteira, que variou de acordo com o protocolo ilustrado na tabela 5.

Tabela 5 Protocolo do treinamento da esteira.
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DIAS DE TREINAMENTO VELOCIDADE (m/min) TEMPO (min)
1 (Habituacao e treinamento) 9 10

2 9 15

3 10 15

4 10 20

5 11 20

6 11 25

7 12 25

Os animais foram treinados por 7 dias, sendo o primeiro o periodo de habituacdo, que
foi realizado durante 10 minutos antes de iniciar o treinamento. Animais que nao respondiam
ao treinamento da esteira foram excluidos do estudo. Apos os 7 dias de treinamento, o animal
poderia ou ndo receber a estimulacdo elétrica do coOrtex motor priméario. E, apos a
neuroestimulacdo do CM, os animais foram levados para o aparato de von Frey para afericao
da alodinia mecénica, em animais com e sem DNC. A distribuicdo dos grupos pode ser

observada na Tabela 6. O procedimento experimental pode ser visualizado na Figura 16:

Tabela 6 Distribuicdo dos grupos utilizados no estudo da avaliacdo do exercicio fisico na

dor neuropatica cronica:

Procedimento Cirdrgico Tratamento NuUmero de Animais por
Grupo (n)
Sham Sem Esteira + Sem EECM 7
Sham Com Esteira + Sem EECM 7
Sham Com Esteira + Com EECM 7
CCl Sem Esteira + Sem EECM 7

CClI Sem Esteira + Com EECM 7
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CCl Com Esteira + Com EECM 7

CClI Com Esteira + Sem EECM 7

Procedimento Experimental

Dia0 Dial2 Dial5 2030 42 5069 Dia 21 Teste de von Frey (VF)

l 12 dia de Smin

treinamento e
Cirurgia habituagdo Di;; de
Basal 1: Estereotdxica |, treinamento v 0 15 30min
-Teste de von Frey Basal 2: EECM com DBS Perfusdo

Neuropatia: .
-Teste de von Frey OpA/15s ou 20pA/15s Anilise

CCl 1 Ligadura . . . 3
Sham (“Falso operado”) + 72 dia de treinamento Histologia

Figura 16 Avaliacdo da atividade fisica sobre a dor neuropatica crbnica. Representacdo

esquematica da sequéncia temporal dos experimentos envolvendo treinamento da esteira nos

animais com ou sem constri¢do cronica do nervo isquiatico.
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4 RESULTADOS

Foram utilizados 259 animais machos da linhagem Wistar, submetidos ao
procedimento de CCI ou sham. Apds os testes neurofisiologicos e neuropsicofarmacologicos,
foram realizados estudos histoldgicos para investigarmos os locais de microinjecdo de salina
fisiologica (0,9% NaCl) ou NMDA no M; em ratos CCI ou sham, como mostrados na Figura
17. Foram ilustrados também os sitios de EECM em ratos CCI ou sham, como mostrados na
Figura 18:
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Bregma 2.76 mm  Bregma 1.80 mm Bregma 1.68 mm Bregma 1.44 mm Bregma 1.28 mm Bregma_-O.ZS mm

Figura 17 - Representacdo dos sitios de microinjecdo do tratamento do cortex motor (CM)
primario (M1) histologicamente confirmados. Microinjecdes de veiculo / grupo CCI (0),
NMDA 2 nmol / grupo CCI (), NMDA 4 nmol / grupo CCI (o), NMDA 8 nmol / grupo CCI
(m), veiculo / grupo Sham (A), NMDA 2 nmol / grupo Sham (A), NMDA 4 nmol / grupo
Sham (0), NMDA 8 nmol / grupo Sham (#) realizado no hemisfério cerebral contralateral do

cortex motor primario (M;) em relacéo ao lado CCI ou procedimento simulado sham.
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Figura 18 - Representacdo esquematica dos sitios de eletroestimulacdo do cortex motor
primario histologicamente confirmados. EECM 0uA/15s — Sham (n: 8); EECM 20uA/15s —
Sham (n: 8); EECM 0pA/15s — CCI (n: 8); EECM 20uA/15s — CCI (n: 8);

Também foram ilustrados os sitios de microinjecdo de LY235959 a 0,25, 2 e 8 nmol,
seguidos pela estimulacdo elétrica do M; (via equipamento DBS) em ratos CCI ou sham,
como mostrados na Figura 19A. Em adicdo, fotomicrografias representativas de seccdes
coronais no nivel do CM/M; foram representadas, indicando sitio de microinjecdo do
antagonista LY235959 na SCPdm (Figura 19B, para a dmPAG e figura 19C, para o CM).
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Figura 19 Representacdo dos sitios de microinjecdo do tratamento do cortex motor (CM)
primario (M;) e da coluna dorso-medial da substancia cinzenta periaquedutal (SCPdm) de
acordo com o atlas estereotaxico de Paxinos; Watson (1997). A: Microinjecdes do veiculo
SCPdm / estimulo M1 / grupo CCI (0), LY235959 0,25 nmol SCPdm / estimulo M1 / grupo
CCI (<), LY235959 2 nmol SCPdm / estimulo M1 / grupo CCI (»), LY235959 8 nmol
SCPdm / estimulo Grupo M1 / CCI ('¥), veiculo SCPdm / sem estimulo M1 / grupo CCI (@),
LY235959 8 nmol SCPdm / sem estimulo M1 / grupo CCI. Veiculo SCPdm / stimulllus M1 /
grupo Sham (x), LY25959 8 nmol SCPdm / stimulllus M1 / grupo Sham (:3), veiculo SCPdm /
sem estimulo M1 / grupo Sham (z), LY25959 8 nmol SCPdm / sem estimulo M1 / grupo CCI

(:). B-C: Fotomicrografias representativas de uma sego transversa do encéfalo mostrando
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um local de cortex motor primério (M1) e microinjecdo do cortex cerebral periaquedutal
mesocromo (SCPdm), respectivamente.

4.1 Teste do campo aberto (Open Field)

Vinte e um dias ap6s a CCI ou sham, os ratos foram testados no teste de campo aberto
(Open Field) para avaliar o comportamento exploratério em uma arena circular. Tal acdo
incluiu ratos de ambos os grupos (Sham e CCI) que passaram pelo teste, e 0s parametros
avaliados foram: tempo de permanéncia na area central e periférica, levantamento e

cruzamento.

De acordo com o test t de Student ndo houve diferenca estatisticamente significativa
nos resultados tempo de permanéncia na periferia [t (1,843) = 12], na area central [t (1,693) = 12
], no levantamento [t (0,423) = 12] e no cruzamento [t (1,617) = 12]. Quando comparados ambos
0s grupos, percebe-se que a CCI ndo afeta a deambulacdo do animal, dados que podem ser

observados na Figura 20.
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Figura 20 - Representacéo dos resultados do teste de campo aberto (Open Field) para avaliar
0 comportamento exploratério em uma arena circular entre animais sham e CCI, durante a
permanéncia na area central (A), na periferia (B), no cruzamento (C) e no levantamento(D).
Os dados foram representados pelo teste ndo-paramétrico t de Student P > 0,05, sem diferenca

entre 0s grupos.

4.2 Estimulacdo quimica do cortex motor (EQCM) priméario (M1) atenua a dor

neuropatica crénica

De modo a promover a avaliacdo do envolvimento do sistema glutamatérgico e de
receptores do tipo NMDA do CM sobre a modulacdo da DNC, foi realizada a microinjecédo do
agonista NMDA nas doses de 2, 4 e 8nmol em animais que passaram pela cirurgia de CCl ou

procedimento sham. O limiar de von Frey fora aferido na pata ipsilateral em relacdo ao CCl, e
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houve efeito estatisticamente significativo do tratamento [F (18, 168) = 1.872 P <0,05], do
tempo [F (6, 168) = 33,1 P <0, 0001], e da interagdo tratamento versus tempo [F (3,28) =
6,499 P> 0,05].

A andlise de post-hoc de Tukey mostrou o aumento do limiar de von Frey em animais
com DNC que receberam 0 NMDA (8nmol) nos tempos 15 e 30 minutos e nos animais que
receberam o NMDA (2nmol) no tempo de 60 minutos em comparagdo ao grupo controle
(Salina fisiolégica) no CM (P <0,05). Tais dados foram sistematizados na figura 21:
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20-

o

BL1BL2/ 0 | 15 30 45 60
Veiculo CM (CCI) ‘ SHAM Vehicle NMDA

@ Limiar de von Frey (g)
1N
o

J EQCM - NDMA 2nmol (CCl)
A EQCM - NMDA 4nmol (CCl)

Y. EQCM - NMDA 8nmol (CCI)

Figura 21 - Avaliacdo da alodinia mecénica na pata direita (ipsilateral) do animal apods a
estimulacdo quimica do cortex motor (EQCM) priméario (M;), através da microinjecdo do
agonista de NMDA sobre a DNC. LB1: Linha de base antes dos procedimentos; seta A =
realizacdo da cirurgia de constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou procedimento sham; LB2 —
Linha de base ap6s 21 dias da CClI e/ou sham; seta B = EQCM. Grupos CCI (O) Veiculo CM,
(m) EQCM - NMDA 2nmol (n = 8), (A) EQCM NMDA - 4nmol (n = 8) e (V) EQCM
NMDA - 8nmol (n = 8). Grupos Sham: (#) Veiculo CM (n = 8). * diferenca entre o grupo
EQCM NMDA - 8nmol e Veiculo CM; # p < 0,05 diferenca significativa entre o grupo
EQCM NMDA - 4nmol, segundo teste de variancia de medidas repetidas, seguido pelo teste
de post-hoc de Tukey.
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No que se refere aos grupos de animais que receberam os tratamentos no CM e o
limiar de von Frey aferido na pata contralateral (esquerda) em relacdo a cirurgia de CCI ou
sham, o teste de medidas repetidas ANOVA mostrou que ndo houve efeito estatisticamente
significativo do tratamento [F (18, 168) = 0,8499 P> 0,05], do tempo [F (6, 168) = 1,108 P>
0,05] e nem da interagdo tratamento versus tempo [F (3, 28) = 3 793 P <0,05], como pode ser
visto na figura 22:
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Limiar de von Frey (g)

o

4 4

BL1|BL2|0 15 30 45 60
A B

© Veiculo (CCl) 4 Veiculo (Sham)

I NDMA 2nmol MC (CCI)
A NMDA 4Nmol MC (CCl)

V- NMDA 8nmol MC (CClI)

Figura 22 - Avaliacdo da alodinia mecanica na pata esquerda (contralateral) do animal apés a
EQCM primario (M;) através da microinjecdo do agonista de NMDA sobre a DNC. LB1:
Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacdo da cirurgia de constricdo do nervo
isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base apds 21 dias da CCI e/ou
Sham; seta B = Estimula¢do quimica do cortex motor. Grupos CCI (O) Veiculo CM, (m)
EQCM - NMDA 2nmol (n=8), (A) EQCM NMDA - 4nmol (n=8) e (V) EQCM NMDA -

8nmol (n=8). Grupos Sham: (¢) Veiculo CM (n=8). Nao houve efeito estatisticamente
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significativo, segundo teste de variancia de medidas repetidas, seguido pelo teste de post-hoc
de Tukey.
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4.3 Estimulacdo elétrica do cértex motor (EECM) primario (M;) atenua a dor

neuropatica crénica.

Para avaliar o envolvimento do cortex motor (CM) na DNC, foi realizada a
estimulacdo elétrica no M;, seguida da avaliacdo do limiar de alodinia mecénica através do
teste de von Frey 21 dias apés a CCl. A estimulacdo elétrica do M; produziu um efeito
estatisticamente significativo do tratamento [F (12, 80) = 5.494 p<0,0001], do tempo [F (4,
80) = 11,28 p <0,0001] e da interacdo tratamento versus tempo [F (3, 20) = 14,17 p <0,001].
Segundo a anéalise do post-hoc de Tukey, ocorreu aumento do limiar de alodinia mecéanica
(von Frey) quando realizada na pata direita do animal, localizado ipsilateralmente em relagéo
ao lado da cirurgia de CCl apds a EECM. Foi observada a presenca de alodinia mecéanica em
todos os tempos estudados nos animais que passaram pela CCI, em comparagdo aos animais
sham (p <0,001). Além disso, a EECM a 20 pA/15s em animais com DNC aumentou
significativamente o limiar de retirada de pata em todos os tempos avaliados (de 0 a 30 min)

apos a neuroestimulacdo, como pode ser visto na figura 23.

40-

Limiar de von Frey (g)
N
o

o

— 4 4
LB1L LB2|B 0 15 30
© EECM 0uA/15s (SHAM) @ EECM 0uA/15s (CCl)
HH EECM 20uA/15s (SHAM) I EECM 20uA/15s (CCI)

Figura 23 - Estimulacdo elétrica do cértex motor (M;) atenua a dor neuropética crénica.

Avaliacdo da alodinia mecénica na pata direita (ipsilateral) do animal ap6s a EECM primario
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(M1) com o Deep Brain Stimulation (DBS) em animais sham ou CCI. LB1: Linha de base
antes dos procedimentos; seta A = realizacdo da cirurgia CCI ou procedimento sham; LB2 —
Linha de base ap6s 21 dias da CCIl ou sham; seta B = EECM. Grupos sham = “falso-
operado”: (O) EECM - O0uA/15s (n=8), (o) EECM - 20 pA/15s (n = 8) () EECM - 0 HA/15s
(n=18), (I) EECM - 20 pA/15s (n = 8). Os dados foram apresentados como medias e erro
padrdo da média. + p < 0,001 em relacdo ao grupo EECM OupA/15s — Sham; *p<0,001 em
relacdo ao grupo EECM 0pA/15s — CCI, segundo teste de variancia de medidas repetidas,
seguida pelo teste de post-hoc de Tukey.

Segundo a andlise estatistica de medidas repetidas (Two-way ANOVA), ndo houve
efeito estatisticamente significativo do tratamento [F (12, 80) = 4.161 p <0,0001], do tempo
[F (4, 80) = 6,082 p <0,001], e da interacao tratamento versus tempo [F (3, 20) = 0,6503 p>
0,05] no teste de von Frey realizada na pata esquerda do animal, localizada contralateralmente
em relacdo ao lado da CCI. A analise do post-hoc de Tukey mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre a EECM a OpA/15s nos animais CCI e sham (p> 0,05). Quando a alodinia
mecanica foi medida na pata esquerda do animal apés a EECM 20uA/15s, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os animais entre CCI e sham (p> 0,05). Os dados

sdo mostrados na figura 24:
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Figura 24 Avaliacdo da alodinia mecanica na pata esquerda (contralateral) do animal apos a
EECM primario (M;) com o Deep Brain Stimulation (DBS) em animais sham ou CCI.. LB1:
Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizagdo da cirurgia CCI ou procedimento
sham; LB2 — Linha de base ap0s 21 dias da CCI e/ou sham; seta B = EECM. Grupos sham =
“falso-operado”: (O) EECM - OuA/15s (n = 8), (o) EECM - 20 pA/15s (n = 8) (e) EECM - 0
MA/15s (n =8), (1) EECM - 20 pA/15s (n = 8). Os dados foram apresentados como médias e
erros padrdo da média. Ndo houve diferenca estatisticamente significante segundo teste de

variancia de medidas repetidas, seguida pelo teste de post-hoc de Tukey.

4.4 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA da SCPdm na analgesia induzida pela
EQCM

Para estudar a possivel participacdo do sistema enddégeno de inibicdo de dor na
analgesia induzida pela estimulacdo quimica do CM, foi realizado o bloqueio dos receptores
do tipo NMDA através da microinjecdo de doses crescentes do antagonista LY235959 (a 0,25,
2 e 8nmol) na dmPAG, seguido da EQCM (NMDA — 8nmol) em animais com ou sem DNC.
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Segundo ANOVA de medidas repetidas, (Two-way ANOVA), houve diferenca
estatistica do tratamento [F (30, 252) = 3,984 P <0,001] e do tempo [ F (6, 252) = 12,37 P
<0,001], entretanto, o teste ndo mostrou significancia a quanto a interacdo tratamento versus
tempo [F (5, 42) = 1,255 P=0,3013] no teste de alodinia mecéanica realizado na pata ipsilateral
em relacdo a CCI.

A andlise post-hoc de Tukey mostrou que houve diferenca estatisticamente
significativa entre os animais do grupo Veiculo SCPdm + Veiculo CM (Sham) (P <0,001) em
todos os tempos estudados, entretanto os demais grupos que também passaram pela CCI nédo
mostraram diferenca em relacdo aqueles que passaram pela CCI. Os dados sdao mostrados na
figura 25A. Os animais que receberam o tratamento e foram avaliados pelo limiar de von Frey
quando o teste foi realizado na pata esquerda do animal (contralateral ao lado do CCI) néo
mostraram diferenca estatistica significativa do tratamento [F (6, 42) = 15,26 P> 0,001], do
tempo [F (5, 35) = 1,178 P < P=0,3397], e da interacdo do tratamento versus tempo [F (5, 42) =
1,255 P> P=0,3013]. Os dados sdo mostrados em 25B:
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Figura 25 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA da SCPdm na analgesia induzida pela
EQCM. Representacdo da estimulagdo quimica do cértex motor (EECM) com o bloqueio dos
receptores de NMDA na SCPdm com a utilizagdo de LY235959. Pata ipsilateral e

contralateral, respectivamente. LB1: Linha de base antes dos procedimentos; seta A
realizacdo da cirurgia de constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 —
Linha de base ap6s 21 dias da CCI; seta B = Estimulacdo quimica da SCPdm seguida da
estimulacdo quimica do cértex motor. : (¢) Veiculo SCPdm + Veiculo CM - Sham (n = 7),
(®)Veiculo SCPdm + Veiculo CM — CCI (n = 7), (O) LY235959 8nmol SCPdm + Veiculo
CM — CClI (n = 7), (®)LY235959 8nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol, (A) LY235959
0,25nmol SCPdm + EQCM NMDA - 8nmol, (%) LY235959 2nmol SCPdm + EQCM NMDA
- 8nmol, segundo teste de variancia de medidas repetidas, seguido pelo teste de pos-hoc de

Tukey.

4.5 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA da SCPdm na analgesia induzida pela

estimulacéo elétrica do cortex motor (EECM)

Para estudar a possivel participacdo do sistema enddgeno de inibicdo de dor na
analgesia induzida pela EECM foi realizado o bloqueio dos receptores do tipo NMDA atraves
da microinjecdo de doses crescentes do antagonista LY235959 (a 0,25, 4 e 8nmol)
diretamente localizados na coluna SCPdm, seguido da EECM (M1 a 20gA / 15s) em animais
com ou sem DNC.

Segundo ANOVA de medidas repetidas, (Two-way ANOVA), houve diferenca
estatistica do tratamento [F (20,120) = 3,737 P < 0,001], do tempo [F (4,120) = 35,04 P <
0,001], e da interacdo tratamento versus tempo [F (5,30) = 8,572 P < 0,001] no teste de
alodinia mecanica realizado na pata ipsilateral ao CCI.

A andlise de post-hoc de Tukey mostrou diminuicdo do limiar de von Frey em animais
que passaram pela CCI e que receberam veiculo na SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (P < 0,05)
em todos os tempos estudados. O grupo que recebeu a microinjecdo de veiculo na SCPdm +
EECM a 20 pA / 155 aumentou o limiar de von Frey em animais com DNC (P < 0,05) em

comparacgdo aos animais que receberam veiculo na SCPdm + EECM a 0 pA / 15s, em todos
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0s tempos analisados. O bloqueio prévio dos receptores do tipo NMDA na SCPdm na maior
dose de LY235959 (8nmol) diminuiu o limiar de von Frey induzida pela EECM a 20 pA / 15s
em animais com DNC em todos os tempos estudados (P < 0,05). Os dados s&o mostrados na

figura 26:
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Figura 26 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA na SCPdm sobre a analgesia induzida
pela EECM. Representacdo do bloqueio dos receptores de NMDA na SCPdm com a
utilizacdo de LY235959, seguida pela estimulacao elétrica do cértex motor (EECM) sobre a
alodinia mecéanica avaliada na pata ipsilateral dos animais com DNC induzida pela CCI. LB1.:
Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacao da cirurgia de constri¢cdo do nervo
isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base apds 21 dias da CClI; seta B =
Estimulagdo quimica da SCPdm seguida da estimulagdo elétrica do cortex motor. CCI: (¢)
Veiculo SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n = 7), (™) Veiculo SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n
=7), (#) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n = 7), (¢) LY235959 0,25nmol
SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7), (A) LY235959 2nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 15s
(n=7), (0) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 20 yA/ 15s (n = 7). # p < 0,001 em relacédo
ao grupo Veiculo SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (CCI) *p < 0,001 em relacdo ao veiculo
SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (CCl), segundo teste de variancia de medidas repetidas,
seguida pelo teste de post-hoc de Tukey.
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O grupo de animais que receberam veiculo /ou LY235959 em todas as doses na
dmSCP + EECM 0 ou 20 pA / 15s ndo mostrou diferenca significativa do tratamento [F
(20,120) = 114 P> 0,001], do tempo [F (4,120) = 8,091P <0,001] e da interacdo do tratamento
versus tempo [F (82,16) = 3,28 P> 0,05] no limiar de von Frey quando o teste foi realizado na
pata esquerda do animal (contralateral ao lado do CClI). Os dados sdo mostrados na figura 27:
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Figura 27 Efeito do bloqueio dos receptores NMDA-SCP na analgesia induzida pela EECM.
Representacdo da estimulacdo elétrica do cortex motor (EECM) com o bloqueio dos
receptores de NMDA na SCPdm com a utilizacdo de LY235959. Pata contralateral. LB1:
Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacao da cirurgia de constri¢cdo do nervo
isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base apds 21 dias da CClI; seta B =
Estimulagdo quimica da SCPdm e estimulagdo elétrica do cortex motor. CCI: (#) Veiculo
SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n = 7), (™) Veiculo SCPdm + EECM a 20 pA /155 (n = 7),
(0) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 0 pA / 15s (n =7), (¢) LY235959 0,25nmol SCPdm
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+ EECM a 20 pA / 15s (n = 7), (A) LY235959 2nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7),
(O) LY235959 8nmol SCPdm + EECM a 20 pA / 15s (n = 7), segundo teste de variancia de
medidas repetidas, seguida pelo teste de post-hoc de Tukey.
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4.6 Efeito da Atividade Fisica sobre a DNC

Para estudar o efeito da atividade fisica aerobica em relacéo a atenuagdo da DNC, foi
realizado o treinamento fisico durante 7 dias em animais que passaram pela CCIl ou
procedimento sham, sendo o limiar de von Frey fora aferido na pata ipsilateral e contralateral
em relagéo ao lado da CCI ou sham.

Segundo ANOVA de medidas repetidas, (Two-way ANOVA), houve diferenca
estatistica do tratamento [F (30, 210) = 27,61 P<0,0001], do tempo [F (5, 210) = 74,69
P<0,0001] e da interacdo tratamento versus tempo [F (6, 42) = 159,6 P<0,0001] no teste de
alodinia mecanica realizado na pata ipsilateral ao CCI.

A anélise de post-hoc de Tukey mostrou diminuicédo do limiar de von Frey em animais
que passaram pela CCI e que foram submetidos a EECM (grupo Sem esteira + C/ EECM —
CCI e grupo Com Esteira + C/ EECM — CCI) nos tempos 15 e 30 minutos quando
comparados com 0s grupos sham, como pode ser observado na figura abaixo (Figura 28):
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Figura 28 - Efeito da atividade fisica aerobica em relacdo a atenuagdo da dor neuropética
cronica, seguida pela EECM em ratos com DNC. Pata ipsilateral. LB1: Linha de base antes
dos procedimentos; seta A = realizacdo da cirurgia de constri¢cdo do nervo isquiatico (CCI) ou
procedimento Sham; LB2 — Linha de base ap6s 14 dias da CCl; LB3 — Linha de base ap6s 21
dias de CCl e 6 de treinamento seta B = Teste da esteira seguida da estimulacdo elétrica do
cortex motor. Sham: (%) S/ esteira + S/ EECM; (O) C/ esteira + S/ EECM; (o) C/ esteira + S/
EECM; CCI: grupo ( A) S/ esteira + S/ EECM; (A) S/ Esteira + C/ EECM; ( ¢ ) C/ Esteira +
S/ EECM; () C/ Esteira + C/ EECM # p < 0,001 em relacéo aos grupos Sham, * p < 0,001
em relagdo ao grupo S/ esteira + S/ EECM, segundo teste de variancia de medidas repetidas,
seguida pelo teste de pots-hoc de Tukey..

Os animais submetidos ao exercicio fisico seguido ou ndo pela EECM ndo mostraram
diferenca significativa do tratamento [F (5, 30) = 2,275 P=0,0723], do tempo [F (5, 210) =
3,743 P=0,0029] e da interacdo do tratamento versus tempo [F (6, 42) = 2,812 P=0,0216] no
limiar de von Frey quando o teste foi realizado na pata esquerda do animal (contralateral ao

lado do CCI). Os dados sédo mostrados na figura 29:
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Figura 29 Efeito da atividade fisica aerdbica em relacdo a atenuacdo da dor neuropética
cronica. Pata ipsilateral. LB1: Linha de base antes dos procedimentos; seta A = realizacdo da
cirurgia de constricdo do nervo isquiatico (CCI) ou procedimento Sham; LB2 — Linha de base
apos 14 dias da CCl; LB3 — Linha de base apds 21 dias de CCl e 6 de treinamento seta B =
Teste da esteira seguida da estimulacdo elétrica do cortex motor. Sham: (%) S/ esteira + S/
EECM; (O) C/ esteira + S/ EECM; (0) C/ esteira + S/ EECM; CCI: grupo ( A ) S/ esteira + S/
EECM; (A) S/ Esteira + C/ EECM; ( # ) C/ Esteira + S/ EECM; () C/ Esteira + C/ EECM,
segundo teste de variancia de medidas repetidas, seguida pelo teste de post-hoc de Tukey.
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5 DISCUSSAO

A estimulacdo quimica do cortex motor primario (M;) através da microinjecdo de
NMDA e a estimulacdo elétrica do M; realizada através do aparelho deep brain stimulation
(DBS) atenuaram a alodinia mecénica dos animais com dor neuropatica crénica (DNC).
Além disso, a presente pesquisa evidenciou a participacdo da SCPdm na elaboracdo da
analgesia induzida pela estimulagdo quimica e elétrica do M; em animais com DNC. Mostrou-
se também que animais sham e CCI no teste de campo aberto ndo apresentaram diferenca na
atividade locomotora. E por fim, foi possivel verificar que a atividade fisica aerdbia realizada
pelo teste de esteira ndo potencializou a antinocicepg¢édo induzida pela EECM. Diante destes
resultados, pode-se evidenciar a relacéo entre as diferentes facetas da dor neuropatica crénica
como os tratamentos neurofarmacoldgicos, neurofisioldgico e neuromotora.

Com o uso do teste de von Frey, foi possivel avaliar e quantificar a forca necessaria
para evocar o comportamento de retirada da pata ipsi (pata direita) e contralateral (pata
esquerda) em relacdo ao lado da CCI (membro posterior direito), podendo, assim, avaliar o
limiar de alodinia mecénica. Certamente, os modelos de ligadura do nervo periférico sdo
ferramentas Uteis que mimetizam os sintomas clinicos de DNC caracterizada em seres
humanos por dor esponténea e alodinia. (LATREMOLIERE; WOOF, 2009).

No presente trabalho, o efeito antinociceptivo induzido pela estimulacédo
glutamatérgica por meio da ativacdo dos receptores NMDA no M; pode ser evidenciado
através do teste de von Frey. A analgesia evidenciada durante o teste pode ser explicada pela
abertura dos canais de calcio localizados nos neurdnios pds-sinapticos no Ms, portanto, estes,
quando ativados, permanecem abertos por grande periodo, realizando rapida retirada de
glutamato da sinapse por seus transportadores para que ocorram a neurotransmissao
excitatoria normal e a prevencao contra toxicidade glutamato induzida. (VALLI, 2014)

Entretanto, os mecanismos dos receptores para a sinapse e sua organizacao parecem
depender de dois fatores principais: a fosforilacdo do receptor e sua interacdo com outras
proteinas (PRYBYLOWSKI, 2004). Ha mais de duas décadas a importancia do receptor
NMDA é reconhecida na funcdo sindptica. Diversos estudos mostraram a eficacia de
mecanismos glutamatérgicos em variadas fungGes, tais como desenvolvimento neural,
plasticidade sinaptica, aprendizado, memoria e também muitas funcdes sdo associadas a
ligacdo com o cortex somatossensorial. (HASAN, 2013; PRYBYLOWSKI, 2004)
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Os resultados desta pesquisa mostraram que ambas as técnicas, sham e CCI, ndo
diminuiram a mobilidade exploratéria dos animais no teste de campo aberto (open field). Os
ratos com CCI ndo exploraram a area central da arena, no entanto, o grupo sham ficou mais
tempo na referida area. Como se sabe, a hesitacdo do animal em explorar a area central da
arena é um indicativo de ansiedade em roedores (PRUT; BELZUNG, 2003) A ansiedade esta
fortemente associada a DC, que é considerada, por muitos autores, um evento complexo, pois
além de mecanismos periféricos, envolve também mecanismos centrais. De fato, ha ndo sé o
componente sensorio-discriminativo, mas também os emocionais, cognitivos, motivacionais e
afetivos, com uma extensa rede cortical associada com ao seu processamento da DC
(QUINTERO, 2013).

A rede cortical do processamento da DNC inclui o CM (MEDEIROS e cols., 2019a), e
de acordo com o estudo neurofisiolégico no presente estudo, através da microinjecdo de
NMDA no CM, podemos observar ligacdo com a melhora da alodinia mecénica em estagios
crénicos apos 21 dias de CCl em roedores. Parece que o CM recruta receptores do tipo
NMDA para atenuar a alodinia mecénica dos animais submetidos a leséo de nervo periférico
(FUNDYTUS, 2001; NEUGEBAUER, 2006). Um estudo relatou envolvimento do sistema
glutamatérgico em ratos monoartriticos, pois encontraram um aumento das areas motoras,
somatossensoriais e limbicas que podem estar relacionadas a um mecanismo central que
neutraliza as informacgdes nociceptivas da pata inflamada e ao comportamento motor dos
animais com dor. (NETO e cols., 2001).

Os dados desta pesquisa mostraram que a EQCM, através da microinjecdo de NMDA
no M, foi capaz de produzir analgesia através do aumento do limiar da alodinia mecéanica.
Com isso, em uma segunda parte do estudo, realizamos a neuroestimulacao elétrica n My por
meio do aparelho DBS e observamos que a EECM também causa analgesia nos animais com
DNC.

Atualmente, a estimulacdo profunda do CM é amplamente utilizada no tratamento da
dor cronica refrataria, mas os mecanismos analgésicos sdo pouco elucidados. Contudo,
existem evidéncias mostrando que a estimulacdo elétrica do CM/M; induz a antinocicepc¢éo
em ratos (GARCIA-LARREA; PEYRON, 2007; CIAMPI DE ANDRADE, 2014; JIANG,
2014). Por essa razao, esta pesquisa realizou a estimulacdo elétrica e quimica do cértex motor

primario e em seguida o bloqueio da substancia cinzenta periaquedutal, responsavel pelo
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processo de inibicdo descendente da dor, para que dessa forma houvesse um melhor
entendimento dos mecanismos de acdo da antinocicepgéo realizadas quando ativado o CM;.
Com isso, salientam-se nesta pesquisa que o cortex motor primario esta totalmente interligado
ao processo de analgesia realizado pelo sistema descendente inibitério da dor e que existe
participacdo direta de receptores glutamatérgicos nesse sistema.

Health e Mickle (1950) introduziram a estimulagéo intracraniana para o controle da
dor, provocando o nascimento de um amplo campo de pesquisas. A partir dai diversas areas
corticais comegaram a ser estudadas para o controle da dor. A técnica terapéutica pode ser ndo
destrutiva, ajustavel e reversivel, eficaz para aqueles com insucesso na terapia convencional,
como fisioterapia ou farmacoldgica. O tratamento de neuroestimulacdo pode ser realizado em
pacientes que apresentam sindromes cronicas centrais ou periféricas refratarias a outros tipos
de tratamento, como dor pds-AVC central, incluindo dor talamica, neuropatia facial e até
mesmo dor causada por lesdes do plexo espinal e braquial. (WOOLF, 2011; MONSALVE,
2012; FAGUNDES-PEREYRA, 2010).

Expandindo além das estruturas do "cérebro profundo”, Tsubokawa e colaboradores
observaram, em um estudo de 11 pacientes com sindrome talamica, a melhora aguda da dor
em 8 dos pacientes, sendo que com 3 deles a eficacia foi perdida em 2 anos. Desde entdo, a
pesquisa sobre estimulacdo do cortex motor (ECM) expandiu-se drasticamente. Os resultados
desta pesquisa corroboram com os achados anteriores visto que a EECM realizada com o
DBS foi capaz de causar aumento do limiar de alodinia mecanica em estagios crénicos em
animais com DNC.

Um estudo demonstrou que a ECM aumenta o limiar nociceptivo de ratos por meio da
participacdo de opioides. Além disso, outra investigagdo do mesmo grupo mostrou que a
estimulacdo transdural do cortex motor em ratos induz a inibicdo dos neurbnios sensoriais
talamicos dos nucleos posterolaterais ventrais e do complexo centromediano-parafascicular e
a desinibicdo de neurénios no PAG, induzindo antinocicepcdo (PAGANO E COLS., 2012).
Um estudo diferente em ratos avaliou o efeito da EECM na dor neuropatica (lesdo por
constricdo cronica do nervo ciatico), contexto em que foi relatado que a EECM reverte a dor
neuropatica por meio da ativacdo do sistema limbico e dos sistemas inibidores descendentes,
incluindo o corno dorsal da medula espinhal, tdlamo (ndcleos lateral e medial posterior
ventral), SCP, ACC e as amigdaldides central e nlcleos basolateral. (PAGANO e cols., 2011).
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O CM ¢ a parte do cortex cerebral localizada no lobo frontal, no giro pre-central. As
fungdes do CM estdo relacionadas a integracdo sensorio-motora, controle de movimentos
voluntarios e processamento de informagdes relacionadas ao sistema motor. De fato, 0 CM
pode ter entradas corticais diretas para nicleos encefalicos que participam da modulacéo da
dor através da ativacdo de uma possivel via entre CM e SCP (QUINTERO, 2013; ZHUO,
2008). Os presentes dados corroboram as evidéncias citadas acima, visto que o bloqueio
prévio do receptor NMDA na SCPdm boqueia a estimulag&o elétrica (via DBS) e quimica (via
agonista NMDA) no M.

A SCP esta localizada no mesencéfalo e, posteriormente, envia projeces para o0 corno
dorsal da medula espinal relacionada a modulacdo descendente da nocicepcdo, sendo 0s
efeitos antinociceptivos mediados por neurotransmissores de serotonina, glicina, GABA entre
outros. (ZHUO, 2008). Por essa razdo, em uma terceira parte do estudo foram realizados o
pré-tratamento da SCPdm com o antagonista de receptores do tipo NMDA LY235959 e
posteriormente a EECM, com o objetivo de investigar a participacdo direta entre 0o CM e SCP
no controle da dor.

Outros estudos mostraram o recrutamento de um importante ndcleo do sistema
descendente inibitorio de modulacdo de dor, a SCPdm (de FREITAS, 2013; de FREITAS,
2014, 2016) pela ativacdo do sistema glutamatérgico. Os resultados mostraram diminuic¢éo do
efeito analgésico produzido pelo EECM, sugerindo a participagéo direta do nicleo SCPdm na
elaboracao de antinocicepc¢do induzida pela neuroestimulacéo elétrica no M;. Alguns autores
propuseram que a regulacdo do nacleo ventro-Ilateral orbital (VLO) do cortex pré-frontal e da
via descendente que inibe a nocicepcdo é mediada por células PAG-on/off. De fato, esses
autores mostraram que 0s neurdnios do VLO apresentaram respostas excitatorias ou
inibitorias apds a injecdo de glutamato no ndcleo intermediario. Todos esses dados sugerem
que a atividade combinada do cortex VLO e da SCP podem modular entradas nociceptivas
nos niveis trigeminais e medulares. (VOOGD; PAXINOS, 1995).

A EECM pelo aparelho DBS ativa a SCPdm, que incita as vias descendentes
inibitorias da dor, através do RVM ou LC que, por sua vez, enviam projecdes para 0 CODME
(FONOFF, 2009; DE ANDRADE, 2019), resultando em alivio da DCN. Essas observac6es

reforcam a hipdtese de que o M; é uma das estruturas mais rostrais do neuroeixo relacionadas
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ao sistema modulatério da dor e que a estimulacdo transdural induz a analgesia em situacées
de dor neuropatica. (de ANDRADE, 2019).

Essas informagdes corroboram com nossos resultados, que sugerem o envolvimento
do sistema glutamatérgico entre 0 CM e a SCPdm na modulacdo da DNC e que as vias tém
conexdo direta. Em outro estudo, quando realizamos a EQCM para avaliar o mecanismo
farmacologico do CM, posteriormente o bloqueio da SCPdm com antagonista NMDA
LY235959, observamos que ndo houve o mesmo resultado. Os animais CCI que foram
estimulados n&o tiveram reversdo do limiar de alodinia mecénica quando houve o bloqueio da
SCPdm, através da microinjecdo do antagonista de receptores NMDA em todos os tempos e
em todas as doses durante o teste de von Frey nos animais. Sendo assim, esta pesquisa
permite postular que a ativacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no M; e na
SCPdm esté envolvida na elaboracéo da antinocicepcao organizada no CM.

Em outra parte do estudo, também foi avaliada a melhora da DNC gerada pela
atividade fisica aerdbia, para averiguar a alodinia mecanica. Contudo, no presente estudo, ndo
se pode relatar melhora da dor neuropatica nos animais submetidos ao treinamento aerobio
realizado pela esteira em nenhum dos tempos aferidos com o teste de von Frey. Resta
acrescentar que, nesse contexto, alguns estudos mostram que 0 exercicio aerobico atenua a
regulacdo da ativacdo das células da glia, a expressdo de BDNF no corno dorsal espinal
ipsilateral e o sistema opioide enddgeno, gerando alivio da dor em animais submetidos a CCI.
(SUMIZONO e cols., 2018).

A dor neuropatica ¢é evidenciada por sintomas neurais positivos, como formigamento,
queimacdo e disestesia, e/ou sintomas neurais negativos, como perda de sensacdo. Esses
sintomas podem ser avaliados usando testes sensoriais e/ou por meio do questionario
painDETECT (KOSEK e cols., 2016). O tratamento da DNC pode ser realizado com exercicio
aerobico regular, pois aumenta citocinas anti-inflamatorias e a expressao de macréfagos, que
secretam essas citocinas no local da lesdo (BOBINSKI e cols., 2018). Esses efeitos das
citocinas e macréfagos promovem a cura e a analgesia nervosa em modelos animais de dor
neuropatica (BOBINSKI e cols.,, 2011). Em pessoas com neuropatia diabética, uma
diminuicdo da dor esté associada ao aumento do crescimento das fibras nervosas epidérmicas

ap0Os um programa regular de exercicios. (KLUDING e cols., 2012)
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Assim, o exercicio pode ser considerado um tratamento modificador da doenca em
condi¢cdes de dor neuropatica, promovendo a cicatrizacdo de tecidos lesionados. Por essa
razdo é importante a utilizacdo de protocolos de exercicios ndo continuos para a dor
neuropatica. A atividade fisica aerobia regular pode ser utilizada, mas, em quadros algicos, se
0 paciente for submetido a um treinamento extenuante, pode ser prejudicial a dor. Nesse
tratamento pudemos observar que a corrida continua durante 7 dias ndo teve efeito na dor do
animal, por outro lado, foi possivel verificar mais uma vez a EECM atenuando a dor
neuropatica nos animais que foram submetidos ao tratamento.

Atualmente, nosso principal empenho, considerando a pesquisa basica nos estudos da
dor, esta na investigacao e proposi¢do do melhor entendimento dos mecanismos por meio dos
quais a dor se agrava e prejudica a vida nos aspectos biopsicossociais e comportamentais. De
fato, no presente trabalho, foi possivel evidenciar a participacdo do cOrtex motor primario
(M1) nesse processo analgésico de inibi¢do da dor neuropética crénica. Além disso, com este
estudo se pode propor uma via funcional entre o cortex motor e nucleos descendentes
moduladores da dor, como a SCPdm, na elaboracdo da analgesia induzida pela
neuroestimulagdo do M1. Possivelmente, o presente trabalho vira a contribuir para o
entendimento mais profundo da neurofisiologia e de tratamentos que podem ser realizados na

dor neuropatica cronica.
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6 CONCLUSOES

Em conclusdo, a estimulacdo elétrica (EECM) do CM/M; causou analgesia em
animais com DNC induzida por CCI. O possivel efeito analgésico da EECM pode utilizar-se
dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, visto que a microinjecdo do agonista NMDA
(EQCM) no M; produziu efeito semelhante 8 EECM. Mostrou-se que a analgesia produzida
pela EECM também depende dos receptores NMDA localizados na SCPdm, uma vez que o
bloqueio destes receptores diminuiu a analgesia induzida EECM. Assim, adicionar ao nosso
conhecimento as bases neurofisiolégicas e neuropsicofarmacoldgicas, elucidando a
estimulacdo elétrica e quimica do CM/M; de roedores e 0s seus mecanismos, pode contribuir
para melhorar o entendimento e manejo da dor crénica e da neuropatia.

Em relacdo ao exercicio fisico aerobio para o tratamento da dor neuropatica, sabe-se
gue 0 mesmo pode alterar o sistema de dor melhorando funcao e a incapacidade, entretanto, €
preciso atentar aos protocolos utilizados, sendo necessarias pesquisas complementares para
que possa ser exemplificado um treinamento saudavel e eficaz para essa populacéo, visando

sempre a melhora da qualidade de vida do individuo com dor neuropaética crénica.
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ABSTRACT

The motor cortex stimulation (MCS) is useful as a non-pharmacological therapy
for patients with chronic neuropathic pain (NP). The goal of this work is to to
investigate the neurochemical mechanisms recruited by MCS procedure. We
investigated if the either the electrical (e) or chemical (c) stimulation of the primary
motor cortex (M;) modulates the chronic NP in rats and wether the possible
antinociception elicited by MCS recruits the N-methyl-D-aspartic acid receptor
(NMDAr) located in the periaqueductal grey matter (PAG). Male Wistar rats were
submitted to von Frey’s test to evaluate the mechanical allodynia after 21 days of
chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve. The eMCS was done in low-
frequency (20 pA, 100 Hz) during 15s by a deep brain stimulation (DBS) device. The
effect of cMCS, though M;-treatment with a NMDAr agonist (at 2, 4 and 8nmol), was
also investigated in CCI rats. The dorsomedial column of PAG (dmPAG) was pretreated
with the NMDAr antagonist LY 235959 (at 8nmol), followed by eMCS. The eMCS
decreased the mechanical allodynia in rats with chronic NP. The ¢cMCS (by M,
treatment with a NMDAr agonist at 2 and 8 nmol) also reduced the mechanical
allodynia. The antinociception evoked by eMCS was attenuated LY 235959 at 8nmol
microinjections in the dMPAG. The M; cortex NMDA glutamatergic system is involved
in the modulation of chronic NP. The analgesic effect of MCS may depend on

glutamate signalling by the NMDA receptors located in the PAG neurons.

Highlights

v" The adapted CCI method by one loose ligature of the ischiadicus nervus causes
neuropathic pain;

v" Mechanical allodynia was evaluated at 21 days of adapted CCI surgery;

v Primary motor cortex (M;) stimulation attenuates the mechanical allodynia in
CCl rats;

v' M;-treatment with a NMDAr agonist also decreased the mechanical allodynia in
CCl rats;

v Antinociceptive effect caused by M;-stimulation is depend on NMDAr

activation in the dorsomedial PAG.
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1 Introduction

Chronic pain is a public health problem. It is important to note that, in the case
of the adult population (Reitsma et al., 2012; Velly and Mohit, 2018), chronic pain is
often preceded by some additional pathology and there is evidence that neuropathic pain
(NP) is present in these painful syndromes in 35% of neurological patients, increasing
the costs of the treatment (Costigan et al., 2009; Posso et al., 2016). The
pharmacological and pathophysiological mechanisms of pain are still not fully
understood (Nickel et al., 2012). It is known that the interaction between opioid and N-
methyl-D-aspartic acid receptor (NMDAr) play a role in the neurochemical mechanisms
of the neurophatic pain, although much still needs to be studied (Rodriguez-Mufioz et
al., 2012).

Pain can also be defined as acute when self-limited and caused by a specific
disease or injury, or as chronic pain, considered a disease when it exceeds a normal
cure time (Grichnik and Ferrante, 1991). Neuropathic pain affects 5% of the Brazilian
population (de Souza et al., 2017) with limitation in the quality of life and reducing
productivity (Navarro et al., 2012). Neuropathic pain is often severe, and it can afflict
patients for their entire lifetime.

Electrical stimulation of different structures of the central nervous system has
been shown to induce pain relief and is now considered to be a viable form of therapy
for chronic deafferentation pain (Carrol et al., 2000; Lima and Fregni, 2008). Namba
and Nishimoto demonstrated that the MCS of the cerebral cortex and the internal
capsule inhibited deafferentation hyperactivity provoked by Gasserian ganglionectomy
in felines (Namba and Nishimoto, 1988). The electrical stimulation of the motor cortex
(eMCS) has been suggested as a non-pharmacological procedure for the treatment of
patients with NP. For example, Tsubokawa et al. (1991) performed epidural motor
cortex stimulation (MCS) as an alternative treatment of patients with central
deafferentation pain (Tsubokawa et al., 1991).

The analgesic effect induced by eMCS is not yet deeply understood, but studies
have shown that the electrical stimulation of the primary (M;) motor cortex led to
analgesia in 50% of patients with NP (Garcia-Larrea and Peyron, 2007). Although it is

not known which mechanism led to the generation of MCS- produced analgesia, the
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inhibition of the somatosensory cortex, ventral posterolateral/medial nuclei of the dorsal
thalamuss and the spinothalamic tracts through reciprocal pathways between the motor
cortex and the sensory cortex (Tsubokawa et al., 1993) is a putative mechanism of the
hypoalgesia caused by MCS. Many pieces of evidence have corroborated the pioneering
results by Tsubokawa team (Garcia-Larrea and Peyron, 2007; Monsalve, 2012),
although the neurophysiopathologic bases of that analgesic phenomenon were not well
established yet.

As a matter of fact, MCS is a neuromodulatory therapy used for the treatment of
NP and it has shown good efficacy in the treatment of patients suffering from a pain
disorder (Garcia-Larrea and Peyron, 2007; Monsalve, 2012). Based on that evidence,
we investigated in the present work the effect of MCS (M3) in rats with chronic
neuropathic pain aiming to clarify the role played by the glutamatergic system, the main
cortical neurochemical efferent pathways, in the mechanical allodynia threshold
modulation by Mj-electrical or chemical stimulation of rats with chronic constriction
injury (CCI) of the ischiadicus nervus (sciatic nerve).

Interestingly, it was firstly demonstrated by Reynolds (1969) that the electrical
stimulation of the periaqueductal grey matter (PAG) produces antinociception in
rodetns. In fact, according to Pagano and her colleagues (2012) the inhibition of ventral
posterolateral and centromedian-parafascicular nuclei of the dorsal thalamus and
disinhibition of the PAG neurons are at least in part responsible for the motor cortex
stimulation-produced antinociception in rats submitted to acute pain induced by a paw
pressure test. Concerning the endogenous pain modulatory system, the PAG is a
midbrain area situated in an interface between cerebral structures and the spianl cord,
responsible for the elaboration the antinociceptive/analgesic phenomena in both
laboratory animals (Freitas et al., 2005; de Freitas et al., 2014, 2016) and in the human
beings (Tracey et al., 2002). Indeed, the antinociception induced by PAG-activation can
be mediated by the activation of pain modulatory descending pathways that inhibit the
synaptic neurotransmission between the first and second neurons of the ascending pain
sensory-discriminative pathways located in the dorsal horn of the spinal cord or in the

trigeminal sensory spinal nucleus during nociceptive stimulation (Kwon et al., 2014).
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In this sense, the study of the role played by eMCS (by deep brain stimulation
procedure) and chemical (c)MCS (by NMDAr agonist microinjection) and the role of
PAG in the modulation of the mechanical allodynia becomes interesting because there
are no reports in the literature using MCS procedure for mechanical/hipernociception
control in CClI rats. The present study addresses these issues studing the effects caused
by both eMCS and cMCS focused on M; cerebral cortex in laboratory animals
submitted to an experimental neuropathy procedure. We also studied the involvement of
dorsomedial division of the PAG during the eMCS on chronic NP induced by CCI in
Wistar rats.

1. Experimental Procedures

2.1 Animals

Male Wistar albino rats (Rattus norvegicus, Rodentia, Muridae) from the animal
care facility of the University of S&o Paulo (USP) and Ribeirdo Preto Campus weighing
100g in the first day of the experiments were used. Animals were housed in Plexiglas-
walled cages in groups of four and were given free access to food and water throughout
the investigation. The room temperature was controlled (22 + 1°C), and a light-dark
cycle (lights on 07:00-19:00 h) was maintained. All protocols were in compliance with
the recommendations of the Committee for Ethics in Animal Experimentation (CETEA)
of the Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo (FMRP-USP)
(proc. 036/2017), which are in accordance with the Animal Research Ethics guidelines
adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and with the
International Association for the Study of Pain (IASP) guidelines for pain research
using laboratory animals (Andersen et al., 2004; Zimmermann, 1983). The rodents were
used only in a single experimental group, and all efforts were made to minimise

discomfort for the animals.

2.2 Nociceptive test: mechanical allodynia
It was used the von Frey's test (Insight Equipment, Ribeirdo Preto, SP, Brazil),
for the evaluating of the nociceptive threshold to mechanical stimulus. This test consists

of a set of nylon monofilaments with several thicknesses that exerted different grades of
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strength when applied over the paw's surface plant. Allowing then, evaluate the amount
of strength needed to evoke the withdraw of the paw behaviour (Chaplan et al., 1994).
The animals were individually put in acrylic boxes, measuring 23x20x18 cm, arranged
on one table with steel grids floor not malleable with 5 mm? of space between the mesh.
Through the floor's mesh, was applied the mechanical stimulation with the tip of each
rod in the centre of the plantar surface of the hind paws of the rat, until the animal
exhibited the simulated paw withdrawal response. This procedure was realised even on
the lesioned paw of animals CCI or sham (right) how in the left paw of all animals.

2.3 Surgery for chronic constriction injury (CCI) of the ischiadicus nervus
procedure

The model used to induce experimental neuropathy was an adaptation of Bennett
and Xie NPP model (1988). The aim of the CCI procedure was a lesion of the sciatic
nerve by CCI. Although the NPP model proposed by Bennett and Xie consists of
placing four loose ligatures around the ischiadicus nervus (sciatic nerve), we placed
only one loose ligature around the right sciatic nerve using chromic catgut sutures
(Medeiros et al., 2019a). Our goal was to damage only one branch of the sciatic nerve
by inducing swelling and then strangulation. Initially, the animals were anaesthetised
through intramuscular administration of a solution consisting of 0.1 ml of ketamine at
92 mg/kg (Ketamine Agener, Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Tabodo da Serra,
Séo Paulo, Brazil; 0.2 mL of 10% solution) and 0.2 ml of xylazine at 9.2 mg/kg
(Dopaser, Hertape/Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brazil). The right hind paw was
shaved, and the skin was disinfected with Poly(vinylpyrrolidone)-lodine
(Sigma/Aldrish; S8o Cristovao, Rio de Janeiro, Brazil). Subsequently, a 15-mm
longitudinal incision was made in the dorsolateral region of the thigh, at the level of the
femur trochanter, on the right posterior limb. The sciatic nerve was exposed through
dissection of the gluteus maximus muscle and biceps femoris, and a single ligature of 4-
0 catgut thread was placed around the nerve, in contrast to the procedure described by
Bennett & Xie (1988). Finally, the skin incision was sutured with 5-0 mononylon
thread.



dpendice | 118

2.4 Stereotaxic surgery

Fourteen days after either the sham procedure or the CCI surgery for chronic
neuropathy induction, the animals were anaesthetised and fixed in a stereotaxic frame
(David Kopf, Tujunga, California, USA). A stainless steel guide cannula (outer
diameter 0.6 mm, inner diameter 0.4 mm) was unilaterally introduced in the primary
motor cortex region (M;), using the following coordinates bregma as a reference:
anteroposterior = -1.1mm; mediolateral= +1.5; and dorsoventral = -1.5mm,; or electrode
coordinate concerning electrode was: anteroposterior = -1.1mm; mediolateral= +1.5 and
dorsoventral = -2.5mm. Additionally, another experimental group, it was unilaterally
introduced the guide cannula into dorsal column (dm) of the periaqueductal grey matter
(PAG), using the following coordinates bregma as a reference: anteroposterior = -
7.64mm; mediolateral= +0.2mm and dorsoventral = -3.5mm; in this experimental
group, an electrode was implanted into the M;. Once deployed, the guide cannula or the
electrode into the M, was fixed of a self-polymerisable acrylic prosthesis which, in

turn, will be anchored by two stainless steel screws 13mm.

2.5 Chemical stimulation of primary (M;) motor cortex (CMCS)

After 21 days after CCI and 7 days of stereotaxic surgery held to microinjection
of 200nl of either sterile saline (0.9% NaCl), or NMDA (at 2, 4 and 8 nmol) into the M,
region. The mechanical allodynia threshold was performed 5 min after drug
administrations and until 60 minutes. Concerning the procedure of drug microinjection,
a Mizzi-type needle, connected to a IOuL syringe (Hamilton, Reno, Nevada, USA) was
introduced into the cannula guide and overcoming its end in 1 mm. A polyethene
catheter was connected to the needle for microinjection procedure monitoring, which

was made by a drug infusion pump (Stoelting).

2.6 Electrical stimulation of primary (M1) motor cortex (eMCS)

Three weeks after the CCl or Sham surgeries and one week after stereotaxic
surgery, there was performed the baseline 2 of von Frey test in the animals; after, the
animals were placed in a circular arena (60 cm in diameter and 50 cm high with the

floor divided into 12 sections) with the experimental compartment illuminated with a
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40-W fluorescent lamp (350 Ix at the arena floor level). The animals were allowed a 3
min period of habituation. Afterwards, the electrode implanted in the midbrain was
connected to a stimulus generator (STG3008-FA, Multichannel Systems, Germany)
which allowed to apply current pulses (cathode pulse width 100 ps, pulse interval 100
us and anode pulse width 100 ps, repeated during 15 s). M; stimulation was made
during 15 seconds in 20 pA, immediately followed by von Frey test for 30 min. Each
animal was used only once and received only one eMCS.

2.7 Blockade of NMDA receptors into dmPAG followed by eMCS

Another experimental group, the PAG-pretreatment was made, and after 5
minutes, the eMCS. It was evaluated the effect of dmPAG-treatment with NMDA
receptor antagonist LY 235959 (at 0.25, 2 and 8 nmol) followed by eMCS (20 nA/15s)
and the mechanical allodynia was measured for 30 minutes The experimental

procedures can be visualized in Figure 1.

2.8 Perfusion and Histology

Upon completion of the experiments, the animals were anaesthetised with
ketamine (92 mg/kg) and xylazine (9.2 mg/kg), transcardially perfused with ice-cold phosphate
buffer saline (PBS), and 4% paraformaldehyde (PFA, pH 7.3) through the left cardiac ventricle
using a perfusion pump (Master Flex® L/S™ nperistaltic tubing pump, East Bunker Court
Vernon Hills, Illinois, USA). After fixation, the brains were sectioned, and the forebrains
were rinsed in 10% and 20% sucrose dissolved in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH
7.4) at 4°C for at least 12 h per solution. Tissue pieces were diving in 2-methylbutane
(Sigma), frozen on dry ice (during 30 min), embedded in Tissue-Tek O.C.T., and cut on
a cryostat (HM 505 E, Microm, Zeiss, Oberkochen, Germany). Subsequently, the slices
were mounted on glass slides coated with chrome alum gelatin to prevent detachment
and were stained with haematoxylin-eosin in order to localise the positions of the
microinjections according to Paxinos and Watson’s atlas (2007) under light microscopy
(AxioObserver motorised photomicroscope, Carl Zeiss Stra’ e, Oberkochen, Germany). Data
from rats with needle or electrode tips located outside the My were not included in the

statistical analysis.
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2.9 Statistical analysis

The data are expressed as the mean = standard error of the mean (S.E.M.). Data
regarding the cold allodynia threshold were subjected to a two-way repeated measures
analysis of variance (split-plot ANOVA), followed, when appropriate, by Bonferroni’s
post hoc test. The procedures (electrical or chemical stimulation of M1) were considered
the independent factor, and the time was considered the dependent factor. Repeated
measures ANOVA uses the same conceptual framework as classical ANOVA followed

by Bonferront’s post hoc test.

3 Results

3.1 Histology

Histologically confirmed sites of eMCS (stimulation and non-stimulation) or
cMCS [physiological saline (NaCl 0.9%) and NMDA microinjections] into the M; in
CCI or sham rats are shown in Figure 2A and 2B, respectively. Histologically
confirmed sites of eMCS in the M; and dmPAG-pretreatment of LY235959 at 0.25, 2
and 8 nmol in CCI or sham rats are shown in Figure 2C. Representative
photomicrographs of transverse sections of the frontal lobe at the level of the motor

cortex, indicating a drug microinjection site in the My, are shown in Figure 2D.

3.2 The primary motor cortex (M;) electrical stimulation (eMCS) attenuates the
neuropathic pain (NP)

We performed the eMCS aiming to investigate the motor cortex involvement in
NP, followed by evaluating the mechanical allodynia threshold in the CCI rats with
chronic NP.

According to repeated measures two-way ANOVA, there was significant
efffects of the treatment (F(12,80) = 5.494 p < 0.0001, ANOVA), of time (F g0 = 11.28 p
< 0.0001, ANOVA), and of treatment-by-time interaction (F(20) = 14.17 p < 0.001,
ANOVA). M;-stimulation caused a decrease in chronic NP, recorded in the mechanical
allodynia test performed on the right paw of the animal, localised ipsilaterally to the

CCI side (Bonferroni’s post hoc test; P<0.001), and the mechanical allodynia in CCI
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rats was significantly higher in comparison to sham rats. Besides that, the eMCS at
20pA for 15 seconds in animals with NP decreased mechanical allodynia immediately
after 10-min electrical stimulation of M, neocortex. Data shown in figure 3A.
Concerning the left hind paw, according to repeated measures tow-way
ANOVA, there was significant effect of treatment (Fqo, sy = 4.161 p < 0.0001,
ANOVA), of time (F, sy = 6.082 p < 0.001, ANOVA), but not of treatment-by-time
interaction (Fg, 200 = 0.6503 p > 0.05, ANOVA). Despite a significant difference
between groups in the second baseline, regarding the left limb paw of the animals,
located contralaterally to the CCI side, there was no significant differences concerning
the non-stimulated group (MCS 0 pA/15s) in comnparison to sham rats (Bonferroni’s
post hoc test; p > 0.05). Moreover, the MCS at at 20 pA/15s did not cause mechanical
allodynia in the CCI rats in comparison to sham rats (P > 0.05), considering the left hind

paw, contralaterally situated in relation to the CCI procedure. Data hown in 3B.

3.3 The primary motor cortex (M;) chemical stimulation (cMCS) attenuates the
neuropathic pain (NP)

The involvement of the glutamatergic neurotransmission in the primary motor
cortex and the role played by cerebral NMDAr in the modulation the NP, the NMDAr
agonist was microinjected in the My at 2, 4 and 8nmol, and it was evaluated the
mechanical allodynia 21 days after CCI.

According to repeated measures two-way ANOVA, there was significant effects
of treatment (F(1s168) = 1.872 p < 0.05, ANOVA), of time (F 168 = 33.10 p < 0.0001,
ANOVA), and of treatment-by-time interaction (F2s) = 6.499 p < 0.01, ANOVA). The
cMCS of the M; through intracerebral microinjections of an NMDAr agonisst decreased
the chronic NP as recorded by mechanical allodynia test performed in the right hind
paw of CCI rats. There was an increase of mechanical allodynia in CCI rat treated in the
the M; with NMDA at the highest dose (8 nmol) 15 and 30 minutes after the cortical
activation (Bonferroni’s post hoc test; p < 0.05). The lower dose of NMDA (2nmol)
also decreased (P < 0.05) the mechanical allodynia at all times measured, for 60

minutes, as shown in figure 4A.
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Considering the left hind paw, according to repeated measures two-way
ANOVA, there was not significant effect of treatment (Fs 168y = 0.8499; p > 0.05,
ANOVA), nor of time (Fe,168) = 1.108; p > 0.05, ANOVA), but there was significant
effect of treatment-by-time interaction (Fz2s = 3.793; p < 0.01, ANOVA). M-
treatment with NMDA did not change the response to mechanical stimuli recorded by
von Frey test in comparison to the control group (Bonferroni’s post hoc test; P > 0.05)

(Figure 4B).

3.4 Effect of NMDAr blockade in dmPAG on eMCS-induced antinociception

To evaluated the pharmacological mechanism of the antinociception induced by
eMCS, it was performed the blockade of NMDAr located into the dorsomedial column
of periaqueductal grey matter (dmPAG), through LY?235959 (at 0.25, 4 and 8nmol)
microinjection in the dmPAG followed by the eMCS (M; stimulation at 20pA/15s) 21
days after CCI.

Considering the right hind paw of CClI rats, according to repeated measures two-
way ANOVA, there were significant effects of treatment (F (20.120) = 3.737; p < 0.001,
ANOVA), of time (F @120 = 35.04; p < 0.001, ANOVA), of treatment-by-time
interaction (F s30) = 8.572; p < 0.001, ANOVA). The mechanical allodynia increased in
CCI rats in comparison with sham rats (Bonferroni’s post hoc test; P < 0.01) and the
electrical stimulation of M; cortex significantly decreased the allodynia (Bonferroni’s
post hoc test; P < 0.05). There was an eMCS-procuced anti-allodynic effect after the
dmPAG pretreatment with a NMDAr antagonist in chronic NP rats. The NMDAr
blockade in the dmPAG with the higher dose of LY235959 (8nmol) decreased the
eMCS-induced antinociception (M;-stimulation at 20uA/15s) in animals submitted to
21 days of CCI (Bonferroni’s post hoc test; P < 0.05). Data shown in Figure 5A.

Considering the left hind paw, according to the repeated measuere two-way
ANNOVA, there were not significant effects of treatment (F(o,120) = 3.114; p > 0.05,
ANOVA) and of treatment-by-time interaction (F216=3.28; p > 0.05, ANOVA), but
there was a significant effect of time (Fa,120) = 8.091; p < 0.001, ANOVA). There was
not significant differences in mechanical allodynia evaluated in the left hind paw of

CCI rats not stimulated in the M1 cortex (OpA/15s) in comparison to sham rats
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(Bonferroni’s post hoc test; P > 0.05). In addition, eMCS at 20 pA/15s-treated group
was not significantly different considering CCI- and sham procedure-treated groups
when the vo Frey test was applied to the left hind paw (Bonferroni’s post hoc test; P >
0.05). Data shown in Figure 5 B.

4 Discussion

In the present study, it was demonstrated that the electrical (eMCS) and
chemical (cMCS) stimulation on the primary (M;) motor cortex decreased the
mechanical allodynia in chronic NP after 21 days of CCI procedure in rodents. The
dmPAG pretreatment with a NMDAr selective antagonist attenuated the eMCS-induced
antinociception. These findings suggest that the antinociceptive effect produced by
eMCS involves NMDAr-signalled glutamate-dependent neural networks in the dmPAG
of CCI animals.

The eMCS is now widely used in the treatment of refractory chronic pain, but
little known about the analgesic mechanisms resulting from this stimation. In fact, there
is evidence showing that M; electrical stimulation induces antinociception in rats
(Ciampi de Andrade et al., 2014; Garcia-Larrea and Peyron, 2007; Honey et al., 2016;
Jiang et al., 2014) and our findings are the first evidence of glutamatergic modulation
of MCS-induced antinociception in dorsal midbrain. The PAG is a mesencephalic
structure situated in the descending endogenous pain modulatory system. Other studies
suggest that MCS produces a robust and selective antinociceptive effect, which is
mediated, at least in part, by the activation of descendent inhibitory pain pathway
(Franca et al., 2013).

The eMCS is a non-destructive, adjustable and reversible therapeutic technique
that is efficient in the treatment of patients who present chronic syndromes of central or
peripheral NP refractory to other types of treatment, such as central post-stroke pain,
including thalamic pain, facial neuropathy, and even pain caused by spinal and brachial
plexus injuries (Fagundes-Pereyra et al., 2010; Monsalve, 2012; Woolf, 2011). In
another study, we performed the chemical stimulation of M; (cMCS) to evaluate the
pharmacological mechanism into the motor cortex in the elaboration of antinociception.

The microinjection of the N-methyl-D-Aspartate receptor agonist NMDA into the M;
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cortex decreased the mechanical allodynia in animals with chronic NP after 21 days of
CCI (referéncias!). Then, the activation of NMDA glutamatergic receptors into the M
is involved in the elaboration of antinociception organined by the motor cortex neural
substrates.

Glutamate is considered as one of the main excitatory neurotransmitters of the
central nervous system, and is directly related to neural plasticity in neurological
diseases and psychiatric disorders, such as epilepsy, chronic pain, anxiety, depression
and others (Galer et al., 2000; Maletic and Raison, 2009; Rosenberg and Watson, 2015).
In fact, our study showed that NMDAr of the motor cortex are critical to eMCS-
produced antinociception organisation, once the M; cortex treatment with NMDA
agonist also caused anti-allodynic effect on rats with chronic NP.

The antinociceptive effect induced by glutamatergic stimulation of the motor
cortex by microinjections of an NMDAr agonist into the M;, can be explained by
calcium channel opening by NMDAr activation in the postsynaptic neurons located in
the My, thus, considering that Ca*" channel open by a large period of time, the
antinociceptive effect caused by motor cortex activation can be at least partially
explaining by this neurochemical mechanism (Valli, 2014), although M; fugal
connexions recruiting the endogenous pain modulatory descending system must be
investigated, and the dmPAG is a strong candidate for that interface. NMDA receptors
are abundant in both archeocortex, neocortex and in the dorsal midbrain (Greenamyre et
al., 1985; Maragos et al., 1988; Perouansky and Grantyn, 1989) , and it is known that
the microinjection of the excitatory amino acid analogue, N-methyl-D-aspartate in the
PAG causes significant antinociception (Jacquet, 1988). Moreover, the involvement of
NMDA receptors in the spinal and supraspinal levels, and the signalling of nociception
control has been widely evidenced ( Jacquet, 19; Fundytus, 2001; Neugebauer, 2006).

The dmPAG-pretreatment with LY235959, an NMDA receptors selective
antagonist, blocked the antinociception effect induced by eMCS in CCI rats. We
demonstrated that the analgesic effect caused by eMCS is at least in part due to the
recruitment of that important structure of inhibitory pain descendent system, the
dmPAG.
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In fact, the PAG is know to be involved in the elaboration of several types of
analgesia (Coimbra et al., 1992, 2006; de Freitas et al., 2014, 2016). Some studies have
shown intense antinociception induced by morphine administrations in the PAG of
rabbits (Tsou and Jang, 1964) while another study has produced a sustained analgesic
effect by electrical stimulation of PAG in rodents (Reynolds, 1969). Even in humans,
the PAG can be a critical structure to control of nociceptive perception through the
descendent activity of cortical structures (Tracey et al., 2002).

In summary, the M; electrical or chemical (by NMDA activation) stimulation
caused antiallodynic effect in CCI rats. The possible antinociceptive effect of MCS may
depend on the recruitment of NMDA receptors in the motor cortex. In addition, we
demonstrated that eMCS-produced antinociception also depends on NMDAr of dmPAG
neurons. Taking together, these findings add to our yet limited knowledge of the
neuroanatomical networks and neurochemical bases of MCS-produced antinocicpetion.
Further investigation of the neural connexions involved in this antiaallodynic
phenomenon will contribute for the improvement of the clinical treatment of chronic
pain and neuropathy with cortical and deep brain stimulation.
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rats. The MCE (M,) was performed at low-frequency (20 &, 100 Hz) during

1Thoe axthen ayally b iz thin werk.
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