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1 - Resumo

A imobilidade tonica (IT) € uma resposta defensiva inata, caracterizada por um estado
de profunda inatividade fisica e relativa falta de responsividade ao meio ambiente. Alguns
estudos t€m demonstrado que os animais submetidos a IT apresentam antinocicep¢cdo mediada
pela liberacdo de opidides enddgenos. O nicleo magno da rafe (NMR) tem sua fungdo
intimamente relacionada com a modulagdo de respostas antinociceptivas. Evidéncias apontam
para a participacao de circuitos GABAérgicos e opioidérgicos do NMR na coordenagdo de
respostas nociceptivas. Além disso, foi demonstrado que a microinjecao de agonistas
colinérgicos no NMR promoveram antinocicepcdo e reducdo na duracdo da IT. Alguns
trabalhos sugerem que essas respostas mediadas pela estimulacdo colinérgica do NMR
possivelmente dependem de suas conexdes com a drea parabraquial ventral (PBv). O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a influéncia da interac@o opioidérgica e GABAé&rgica no NMR
na modulacdo das respostas de IT e da vocaliza¢do induzida pela aplicagao de um estimulo
elétrico, em cobaias. Além disso, verificar se as respostas comportamentais de IT e
antinociceptivas observadas apds a estimulacdo colinérgica do NMR dependem de suas
conexodes com a PByv.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a microinje¢ao de morfina (4,4
nmol/ 0,2 ul) e de bicuculina (0,4 nmol/ 0,2 ul) no NMR, causaram um aumento na duragao
dos episddios de IT e antinocicep¢ao em cobaias. Por outro lado, a microinje¢ao de muscimol
(0,5 nmol) no mesmo sitio promoveu uma reducdo na duragdo da IT e hiperalgesia. Além
disso, ambas as respostas produzidas pela administracio de morfina no NMR foram
bloqueadas pela microinjecdo prévia de naloxone (2,7 nmol/0,2 pl) ou muscimol (0,25 nmol)
no NMR. Os experimentos realizados com o objetivo de avaliar a conex@o funcional entre o
NMR e a PBv nas respostas de IT e vocalizacdo demonstraram que a microinjecdo de

carbacol (CCh) no NMR produziu uma redugdo na resposta defensiva de IT e antinocicepg¢ao.



Além disso, a inativacdo funcional prévia da area PBv (com lidocaina) bloqueou ambas as
respostas mediadas pela microinjecio de CCh no NMR. Esses dados foram refor¢ados pelos
resultados do estudo neuroanatdomico, o qual demonstrou a presenca de projecdes do NMR
para a PBv.

Assim, os nossos resultados sugerem que a ativacido de receptores opidides no NMR
tem uma ac¢ao facilitatéria na modulagdo da resposta de IT, enquanto que a neurotransmissao
GABAérgica atua inibindo essa resposta. Além disso, a acdo dos opidides possivelmente
ocorre por meio da inibicdo de interneur6nios GABAérgicos tonicamente ativos. As
alteracdes comportamentais observadas indicam que o NMR modula tanto respostas
comportamentais defensivas quanto nociceptivas, e a existéncia de tipos celulares
funcionalmente distintos fornece um substrato neural que permite um controle bi-direcional
das respostas moduladas por essa estrutura. Além disso, verificamos que a antinocicep¢ao e a
reducdo da IT mediadas pela estimulacdo colinérgica do NMR dependem da conexdo do

NMR com a area PBv.



2 - Abstract

Tonic immobility (TI) is an inborn defensive response characterized by a state of
profound inactivity and a relative lack of responsiveness to the environment. Some studies
have demonstrated that animals submitted to the T1 shown an opiodergic antinociception. The
nucleus raphe magnus (NRM) has been related to the modulation of nociceptive responses
and TI. Studies have demonstrated the participation of GABAergic and opioidergics circuits
of the NRM in modulation of the nociceptive responses. Moreover, the microinjection of
cholinergic agonists into the NRM promoted antinociception and reduced TI duration.
Evidences support the idea that parabrachial ventral region (PBv) mediates the
antinociception produced by cholinergic stimulation of NRM. The objective of the present
study was to investigate the influence of opioidergic and GABAergic interaction of the NRM
in the modulation of the TI and nociception in guinea pigs. In addition, we evaluated the
participation of NRM-PBv connections in the modulation of nociception and TI during
cholinergic stimulation of the NRM.

The results demonstrated that the microinjection of the of th morphine (4,4 nmol/ 0,2
ul) and bicuculine (0,4 nmol/ 0,2 pl) into the NRM produced an increase in the duration of TI
and antinociception in guinea pigs. Nevertheless, muscimol (0,5 nmol) microinjection into the
same site promoted a reduction in TI and pronociception. In addiction, both responses
promoted by opioid stimulation of the NRM were blocked by previous microinjection of
naloxone (2,7 nmol/0,2 ul) or muscimol (0,25 nmol) into the NMR. In the experiments of
participation of the connection between NRM and PBv our results demonstrated that
carbachol (CCh) microinjection into the NRM promoted antinociception and reduction of TIL.
Futhermore, these responses were blocked by previous exclusion (with lidocaine) of PBv. In
agreement with our functional findings the neuroanatomical studies using neuronal tracer

have shown projections of the NRM to the PBv.



In summary, our results point out toward a facilitatory role of opioidergic
neurotransmission in the modulation of TI and nociception in NRM, whereas GABAergic
activity plays an inhibitory role. Besides, the opioidergic efect might be due to inhibitory of
tonically active GABAergic interneurons. In addition, the changes in the defensive TI
behavior and nociception observed in the present study suggest that the NRM modulates both
responses in a bidirectional manner, promoting an increase or decrease in the duration of TI
and antinociception or pronocicepion. Moreover, we demonstrated that the antinociception
and reduction of TI elicited by cholinergic stimulation of the NRM depend on connections

with the PBv.



3 - Introducao

Na natureza, em diversos momentos, os animais deparam-se com situacdes que
ameacam sua integridade fisica e sobrevivéncia, como ocorre no confronto com um predador
ou um co-especifico. Nessas situacdes, a execucao de respostas comportamentais defensivas
adequadas € preponderante para aumentar as chances de sobrevivéncia do individuo durante o
confronto. Assim, para lidar com os desafios ambientais, os animais adquiriram durante a
histéria evolutiva meios anatdmicos e comportamentais de defesa (GRAEFF, 1994).

As respostas comportamentais defensivas apresentadas podem variar de acordo com
alguns fatores, tais como, da distancia entre a presa e o predador (RATNER, 1967) e da
avaliacdo do grau de ameaca que cada situacdo oferece (BLANCHARD; BLANCHARD,
1988). Assim, o primeiro nivel de defesa ocorre na vigéncia de um perigo incerto, seja porque
a situacdo apresenta-se nova, ou porque o predador foi encontrado anteriormente no local.
Nessas circunstancias, a presa executa aproximacdes cautelosas, com o corpo abaixado e
estirado, as orelhas levantadas e farejando continuamente. Esse tipo de resposta foi
denominada de avaliagdo de risco (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). Apds a
identifica¢do do perigo (presenca do predador) e este estando distante, a resposta apresentada
pela presa freqiientemente é o congelamento. Com a redugdo da distancia entre a presa e o
predador, a presa normalmente inicia respostas de fuga e, com uma proximidade maior entre
os dois, respostas de luta podem ser executadas. Finalmente, apds ter sido capturada pelo
predador algumas espécies emitirdo a resposta de imobilidade tonica (RATNER, 1967;
RODGERS; RANDALL, 1987).

A imobilidade tonica (IT) € uma resposta defensiva inata, caracterizada por um estado
de profunda inatividade fisica e relativa falta de responsividade ao ambiente (KLEMM,
1971). A IT aparece como o ultimo recurso utilizado pela presa num esfor¢o extremo pela

sobrevivéncia e tem por objetivo reduzir a probabilidade de manutenciao do ataque, ja que a



movimentacdo da presa estimula a sua continuidade. Dessa maneira, o valor adaptativo da IT
foi comprovado por observacOes feitas na natureza por Sargeant e Eberhardt (1975), onde
58% dos patos que apresentaram IT quando atacados por raposas (Vulpes fulva) sobreviveram
ao ataque inicial, aumentando, assim, suas chances de sobrevivéncia. Além disso, Thompson
et al. (1981), em experimentos realizados em laboratério, também demonstraram o valor
adaptativo dessa resposta comportamental, onde a permanéncia das codornas em IT reduziu o
tempo em que os gatos permaneciam atacando. Nesse mesmo trabalho, os autores verificaram
ainda que os gatos atacavam com maior freqii€ncia codornas que estavam em movimento as
codornas que haviam emitido a resposta de IT.

Durante a execucdo dos comportamentos defensivos € fundamental que ocorra a
ativacdo de sistemas analgésicos endégenos para permitir ao animal a realizagdo dessas
estratégias comportamentais de maneira adequada. Nesse sentido, Bolles e Fanselow (1980)
sugeriram que a ativacdo dos mecanismos antinociceptivos representaria parte importante dos
sistemas defensivos, ja que a diminuicdo da sensibilidade nociceptiva permitiria que o animal
ameacado executasse as respostas defensivas, como congelamento, fuga, luta e IT, sem o
impedimento causado pela motivacdo de atender a injiria e iniciar respostas recuperativas.
Isso é particularmente importante, pois durante encontros com predadores ou co-especificos
agressivos, € provavel que ocorram lesdes corporais. Nesse contexto, a ativacdo simultanea
dos sistemas analgésicos e de defesa € discutida hd algum tempo. Assim, alguns trabalhos
demonstram a ocorréncia de antinocicep¢do associada a situacdes que desencadeiam reagdes
de defesa, tais como a detec¢do de odores de co-especificos estressados (JENSEN; SIMTH,
1982), a presenca do predador natural (LESTER; FANSELOW, 1985) e o ato da predacdo
(KROMER; DUM, 1980).

Segundo Rodgers e Randall (1987), apesar da ocorréncia de antinocicep¢ao durante as

reacoes de defesa, é improvdvel que a analgesia associada a resposta de fuga ativa e a
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associada a resposta de IT possam ser mediadas de modo semelhante, j4 que a forma
(ativa/passiva) e a fungdo (evitar a captura/reduzir o interesse do predador pela presa) dessas
reacOes de defesa sdo obviamente muito diferentes. Sendo assim, o tipo de analgesia (opidide
ou nao-opidide) depende da natureza do estimulo e também da reacdo defensiva
desencadeada. De fato, durante uma resposta de defesa ativa, como a fuga ou luta, a analgesia
parece ser do tipo nao-opidide, de duracdo ripida (£ 10 min), e durante a IT, uma resposta
defensiva passiva, a analgesia seria do tipo opidide, de duragao mais prolongada (+ 40 min)
(RODGERS; RANDALL, 1987).

Nesse sentido, Leite-Panissi et al. (2001) demonstraram que cobaias apds serem
submetidas a IT apresentavam antinocicep¢do, que foi demonstrada por um aumento na
laténcia no teste da placa quente e reducdo no nimero de lambidas e sacudidas da pata no
teste da formalina. Essas respostas antinociceptivas foram bloqueadas pela aplicacdo prévia
de naloxone, evidenciando assim, a participagdo de peptideos opidides nesse tipo de
analgesia.

O nidcleo magno da rafe (NMR) participa intensamente da modulagcdo de respostas
nociceptivas, e junto com a formagdo reticular adjacente constitui o bulbo rostral
ventromedial (RVM), uma das regides constituintes do sistema antinociceptivo endégeno
descrito por Basbaum e Fields (1984). A modulacido das respostas nociceptivas pelo NMR
ocorre por meio de projecdes, via funiculo dorsolateral, para o corno dorsal da medula
espinhal (FIELDS; MALICK; BURSTEIN, 1995; NEWMAN, 1995). Além das projecdes
para regides da medula espinhal, foram descritas projecdes eferentes do NMR para estruturas
do tronco encefdlico, tais como a substincia cinzenta periaqueductal, o locus coeruleus,
nicleos noradrenérgicos A5 e A7, nucleo reticular pontino caudal, ntcleo reticular

parvocelular, nicleo reticular lateral e nicleo reticular bulbar (SIM; JOSEPH, 1992).
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O NMR recebe projecdes de diversas estruturas do sistema nervoso central, sendo que
vale ressaltar as proje¢des oriundas da substincia cinzenta periaquedutal, amigdala,
hipotdlamo e area para parabraquial (HERMANN et al., 1997), pois tais estruturas participam
da modulagdo das respostas de IT e nociceptivas (BEHBEHANI; FIELDS, 1979;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA;  HOFFMANN, 1993; MONASSI; HOFFMANN;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1994, 1997; BASBAUM; FIELDS, 1984; OLIVEIRA;
HOFFMANN; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1997).

Fields et al. (1983a) descreveram trés classes distintas de neurénios no NMR baseados
na correlacdo temporal entre as alteracdes na taxa de seus disparos e a execugdo de reflexos
nociceptivos gerados pela estimulacdo nociva. Sendo assim, as células foram classificadas em
células ON, OFF e neutras. Estudos conduzidos em ratos anestesiados mostram que as células
do tipo OFF apresentavam pausa na taxa de disparos antes da iniciacdo do reflexo de retirada
da cauda. Ja as células do tipo ON aumentavam seus disparos pouco antes da ocorréncia da
retirada da cauda e as células neutras ndo apresentaram alteragdes nos seus disparos durante a
resposta de retirada da cauda. Posteriormente, esses padroes de atividade das células ON e
OFF do NMR foram relacionadas com a modulacao de respostas nociceptivas, sendo que, as
células ON teriam acdo pro-nociceptiva e as células OFF agdo antinociceptiva (FIELDS;
HEINRICHER; MASON, 1991).

Além da presenca de neurdnios funcionalmente distintos no NMR, diversos
neurotransmissores participam na modulacdo da atividade dos neurdnios do NMR, sendo
responsaveis pelas respostas mediadas por esse nucleo (BASBAUM; FIELDS, 1984;
FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). Entre os neurotransmissores presentes no NMR,
podemos destacar o GABA, os opidides enddgenos, a serotonina, a neurotensina, entre outros.

A influéncia dos neurotransmissores GABAérgicos no NMR é amplamente descrita

(DROWER; HAMMOND, 1988; HEINRICHER; BARBARO; FIELDS, 1989;
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HEINRICHER; KAPLAN, 1991). Bowery, Hudson e Price (1987) demonstraram, por meio
de procedimentos autorradiograficos, a presenca de sitios de ligacdo GABAérgicos nessa
regido. Além disso, estudos demonstraram que a microinjecdo no NMR de antagonistas
GABAérgicos produziu uma acdo antinociceptiva, enquanto que a aplicacdo de agonistas
GABAZ¢érgicos facilitou as respostas nociceptivas avaliadas pelos testes de retirada da cauda,
placa quente e pressdo na pata em ratos (DROWER; HAMMOND, 1988; HEINRICHER;
KAPLAN, 1991). Essas observacdes sugerem que a neurotransmissdo GABAérgica possa
atuar facilitando a emissdo de respostas pré-nociceptivas, visto que a pausa na atividade das
células OFF do NMR pela microinjecio de agonistas GABAérgicos remove a maior
influéncia inibitdria sobre a transmissao nociceptiva. Por outro lado, um aumento na atividade
das células OFF do NMR ¢ causada pela microinjecao de antagonistas GABAérgicos. De fato,
Heinricher, Haws e Fields (1991) demonstraram que a aplicac@o iontoforética de antagonistas
GABAérgicos no RVM aboliu a pausa das células OFF induzidas pelo aquecimento da cauda
de ratos, produzindo antinocicepg¢ao.

Além do GABA, os peptideos opidides também participam na modulacdo da atividade
de neurdnios do NMR, como foi evidenciado pela presenca de receptores opidides do tipo p
no NMR, a partir de estudos autorradiograficos (BOWKER; DILTS, 1988). Além disso, a
microinjecdo de morfina no RVM ¢€ responsavel pela producdo de respostas antinociceptivas,
avaliadas por meio de diferentes testes algesimétricos, demonstrando a participagdo dos
opidides nessas respostas (JONES; GEBHART, 1988; ROSSI; PASTERNAK; BODNAR,
1993; MORGAN; WHITNEY, 2000). Somando-se a esses resultados, a lesdo eletrolitica do
NMR reduziu a analgesia causada pela aplicacdo sistémica de morfina (PROUDFIT;
ANDERSON, 1975; CHANCE; KRYNOCK; ROSECRANS, 1978) e a microinjecao de
naloxone no NMR reverteu a antinocicepcao causada pela administracao sist€émica de morfina

em ratos (DICKENSON; OLIVERAS; BESSON, 1979; AZAMI; LLEWELYN; ROBERTS,
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1982). Como a acdo celular dos agonistas opidides é geralmente inibitéria (DUGGAN;
NORTH, 1983), foi proposto por Fields, Heinricher e Mason (1991) que as respostas
antinociceptivas mediadas pela microinje¢do de morfina no NMR ocorreriam de maneira
indireta, por meio da inibicdo de interneurdnios GABAérgicos tonicamente ativos,
promovendo, assim, a desinibi¢do das células OFF e, conseqiientemente, antinocicepg¢ao. Isto
indica que a inibicdo das respostas nociceptivas pelo NMR depende da atividade integrada
desses neurotransmissores.

A existéncia de um circuito neuronial semelhante a esse foi descrita por Basbaum e
Fields (1984) na substancia cinzenta periaquedutal (SCP) para explicar a antinocicep¢do
causada pela microinjecao de opidides nessa estrutura. Da mesma forma, estudos conduzidos
por Monassi, Leite-Panissi ¢ Menescal-de-Oliveira (1999) demonstraram que tal circuito
também poderia participar na modulag¢do de respostas comportamentais defensivas de IT em
cobaias. Sendo assim, a microinje¢cao de carbacol (agonista colinérgico) e de morfina na SCP
ventrolateral promoveu o aumento na duracdo dos episddios de IT, e essas respostas foram
bloqueadas pela aplicacdo prévia de naloxone (antagonista opidide), indicando que as
respostas observadas apds a estimulacdo colinérgica da SCP ventrolateral dependem da
liberacao de opidides. Nesse mesmo trabalho, os autores verificaram ainda que a microinje¢ao
de muscimol (agonista GABA¢érgico), no mesmo sitio, numa dose sem efeito per se, foi capaz
de bloquear o aumento na duragdo da IT causado pela microinje¢do de morfina, enquanto que
a microinjecdo de bicuculina (antagonista GABAérgico) produziu aumento na duracdo da IT
semelhantes a morfina. Esses resultados indicam que as respostas mediadas pela morfina
provavelmente ocorrem por meio da inibicdo de interneurdnios GABAérgicos, causando,
assim, a desinibicdo de neurdnios de projecdo da SCP ventrolateral responsdveis pela
modulagdo da IT em cobaias. Esses achados em conjunto demonstram que a modulacao de IT

pela SCP ventrolateral depende da atividade integrada de circuitos colinérgicos, opioidérgicos
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e GABA¢érgicos, que atuam de maneira semelhante ao circuito proposto por Basbaum e Fields
(1984) para modulag@o nociceptiva.

Além disso, a participacdo dos opidides modulando respostas comportamentais de IT
também foi demonstrada no nicleo central da amigdala (LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-
OLIVEIRA, 2002). Nesse estudo, verificou-se que a microinjecdo de morfina no nicleo
central da amigdala promoveu uma reducao na duracao dos episddios de IT em cobaias, sendo
que esse efeito foi bloqueado pela microinjecao prévia de naloxone. Esses resultados apontam
para a importancia da liberagcao de opidides na producdo das respostas de IT no niicleo central
da amigdala.

Apesar da atividade dos neurdnios do NMR estar intimamente relacionada com
respostas nociceptivas, foi observado que essas c€lulas respondem a estimulos indcuos tio
intensamente quanto a estimulos nocivos (LEUNG; MASON, 1999; OLIVERAS et al., 1989).
Assim, em ratos ndo anestesiados, as células ON foram excitadas enquanto as OFF foram
inibidas ap6s estimulos auditivos e somaticos indcuos (LEUNG; MASON, 1999; OLIVERAS
et al., 1989). Além disso, as células ON apresentam maior atividade durante o sono paradoxal
e na vigilia ativa e sdo silenciosas durante o sono de ondas lentas, enquanto que, as células
OFF sdo mais ativas durante o sono de ondas lentas, apenas esporadicamente na vigilia, e
silenciosas no sono paradoxal (LEUNG; MASON, 1999). Tais resultados reforcam a idéia de
que as células ON e OFF do NMR modulam outras respostas que niao apenas aquelas
envolvidas com modulagdo nociceptiva.

Com relagdo ao envolvimento do NMR nas repostas comportamentais defensivas, o
trabalho de Oleson, Kirkpatrick e Goodman (1980) demonstrou que a estimulacgdo elétrica do
NMR de macacos (Macaca mulatta) produziu agitacdo geral, contragdes faciais, tremores de

membros e posturas agressivas de ameaca. Do mesmo modo, respostas defensivas de fuga e
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antinocicepcao também foram observadas apds a estimulagdo elétrica do NMR de ratos
(PRADO; ROBERTS, 1985).

Recentemente, demonstramos que a microinje¢do de carbacol no NMR promoveu a
reducdo na duragdo dos episédios de IT em cobaias, indicando, assim, uma possivel
participacdo desse nuicleo na modulagdo da resposta de IT (SILVA; MENESCAL-DE-
OLIVEIRA, 2006). Nesse mesmo trabalho, foi observada também a ocorréncia de
antinocicepcdo mediada por microinjecdo de CCh no NMR e avaliada pelo teste de
vocaliza¢do em cobaias.

A producdo de antinocicepg¢ao causada pela microinjecdo de CCh no NMR havia sido
descrita anteriormente; porém, com a utilizagdo de outros modelos experimentais e animais
(BRODIE; PROUDFIT, 1984; BRODIE; PROUDFIT, 1986; NUSEIR; HEIDENREICH,;
PROUDFIT, 1999). Alguns estudos indicaram, ainda, que essa analgesia causada pela
estimulagdo colinérgica do NMR era dependente da ativacdo de neurdnios noradrenérgicos.
De fato, Brodie e Proudift (1986) demonstraram que a hipalgesia provocada pela microinje¢ao
de CCh no NMR era bloqueada pela aplicacdo no espago sub-aracndide da medula espinhal
de antagonista 0-noradrenérgico. Como o NMR nao possui neurdnios noradrenérgicos, essas
respostas provavelmente dependem de conexdes deste com ntuicleos noradrenérgicos presentes
no tronco encefélico. Nesse contexto, foi demonstrado que a analgesia provocada pela
microinje¢do de CCh no NMR poderia ser bloqueada pela microinje¢cdo de tetracaina ou
cloreto de cobalto no grupo de células catecolaminérgicas da regidao A7 (NUSEIR;
HEIDENREICH; PROUDFIT, 1999). O grupo celular A7 consiste de um conjunto de
neurdnios que se localizam no ter¢o caudal da ponte, ventralmente a extremidade ventral do
pedinculo cerebelar superior. Essa drea, formada pelo grupo celular A7 e que inclui, ainda,
um sub-nicleo da parabraquial, denominado de Kolliker-Fuse (KF), foi designado no presente

trabalho de drea parabraquial ventral (PBv).
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Como descrito anteriormente, a antinocicepc¢ao causada pela microinjecao de CCh no
NMR depende de projecdes para a PBv. Contudo, a microinje¢io de CCh no NMR também
foi capaz de promover alteracdes na duracdo das respostas de IT (SILVA; MENESCAL-DE-
OLIVEIRA, 2006), de modo que podemos supor que essas modificacdes comportamentais
também possam depender da ativacdo de neurOnios noradrenérgicos presentes na darea
parabraquial ventral. Sabe-se que a ocorréncia de IT estd relacionada a uma inibi¢do dos
movimentos, o que envolve uma regulacdo na atividade dos motoneurdnios do corno ventral
da medula espinhal, ¢ a modulagdo desses € de suma importincia na manutencdao dos
episddios de IT. Neste sentido, alguns estudos demonstraram a presenca de projecdes da drea
A7 para os motoneuronios do corno ventral da medula espinhal (LYONS; GRZANNA, 1988;
LYONS; FRITSCHY; GRZANNA, 1989), sugerindo um possivel envolvimento dessa regiao

no controle motor.
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4 — Objetivos Gerais

Tendo em vista que os neurdnios GABAérgicos e opioidérgicos podem atuar de
maneira integrada na modulagcdo das respostas comportamentais de IT e nociceptivas, e que
esses neurdnios estdo amplamente envolvidos na modulagdo da atividade de neurdnios do
NMR, o presente estudo teve por objetivo avaliar a participagcdo desses circuitos no NMR na
modulagdo de respostas comportamentais defensivas de IT e nociceptivas. Além disso, com
base na evidéncia de que a conexdo entre 0 NMR e a drea PBv é importante para as
antinocicep¢do mediada pela estimulacdo colinérgica do NMR, avaliamos ainda se a conexao

NMR-PBv poderia ser importante para as respostas comportamentais € antinociceptivas

observadas ap6s a estimulacdo colinérgica do NMR de cobaias.
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5 - Objetivos especificos

e avaliar a influéncia da interac@o opioidérgica e GABAérgica no NMR na modulagao
das respostas de imobilidade tonica em cobaias;

e estudar a influéncia da interagc@o opioidérgica e GABAérgica do NMR na modulacao
da nocicep¢do avaliada pela resposta de vocalizacdo eliciada por um estimulo nocivo
periférico em cobaias;

e verificar se as respostas comportamentais de IT e antinociceptivas observadas apos a
estimulagdo colinérgica do NMR dependem de suas conexdes com a PBv.

® estudar em cobaias uma possivel conex@o neuroanatomica entre o NMR e a PBv, por

meio da utilizag¢do de tragadores neuroniais.



19

6 - Materiais e Métodos

6.1 — Animais

No presente estudo utilizaram-se cobaias machos (Cavia porcellus) pesando entre 400-
500 g, fornecidas pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Os
animais foram mantidos em grupos de cinco em caixas acrilicas (56 x 37 x 39 cm) forradas
com maravalha e com livre acesso a dgua e comida. A temperatura ambiente (24 + 1°C) e

luminosidade (ciclos de 12/12h de claro/escuro) foram controladas.

6.2 - Procedimento Cirirgico

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de cloridrato de cetamina (40
mg/Kg) com xilazina (5 mg/kg), sendo feita, em seguida, a tricotomia da cabeca, que foi
fixada no aparelho estereotdxico Davids-Kopff (Instruments, USA) para animais de pequeno
porte. Posteriormente, injetou-se na regido subcutianea dorsal da cabeca, 0,3 ml de lidocaina a
2 9% com vasoconstritor (noradrenalina) para reducdo da sensibilidade dolorosa e do
sangramento local. Na seqiiéncia, fez-se assepsia da pele e foi retirado um escalpo de pele
para exposicdo da calota craniana, € uma nova assepsia foi feita na calota exposta, com dgua
oxigenada a 10 % e alcool 1odado.

ApOs a exposicdo da calota craniana, foram feitos dois orificios com o auxilio de uma
pequena broca acoplada a um motor elétrico. Em um dos orificios rosqueou-se um parafuso
com a finalidade de fixar o capacete de acrilico e o outro orificio teve como finalidade
permitir a introdugdo da cinula-guia. A extremidade inferior da cinula-guia foi posicionada a
2 mm acima da estrutura alvo, e sua fixacdo fez-se com auxilio de uma prétese de acrilico
autopolimerizavel que abarcou o parafuso rosqueado na superficie 6ssea. O periodo de

recuperacdo dos animais foi de 6 a 7 dias no Biotério do Departamento de Fisiologia.
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6.3 - Canula-Guia

As canulas-guias foram confeccionadas a partir de segmentos da agulhas hipodérmicas
com 0,6 mm de diametro externo, 14 mm de comprimento para canulacdo da PBv e 18 mm de
comprimento para a canulagdo do NMR. O implante foi realizado usando as respectivas
coordenadas do Atlas de Rossner (1965) para cobaias:

Nicleo Magno da Rafe: AP = + 16,5 mm a partir do bregma; L = 0,0 mm a partir da
linha média e P = -0,4 mm a partir da barra auricular.

Area Parabraquial Ventral: AP = + 9,8 mm a partir do bregma; L = 2,4 mm a partir da

linha média e P = + 1,8 mm a partir da barra auricular.

6.4 - Microinjegdo Intraencefdlica das Drogas

A aplicac@o das drogas foi feita com o auxilio de uma seringa Hamilton (10,0 ul)
conectada por meio de um segmento de polietileno de aproximadamente 45 cm (PE10), a uma
agulha dental (Mizzi, USA) de 20 ou 15 mm de comprimento (dependendo da estrutura alvo)
e 0,3 mm de didmetro externo. Esse comprimento da agulha permitiu que a mesma
ultrapassasse a canula-guia e atingisse a drea encefélica em estudo.

Para a realizacdo da microinjecdo, parte do polietileno foi preenchido com a solucao
contendo a droga utilizada e a outra parte, inclusive a microsseringa, com salina tendo uma
bolha de ar intercalando as duas colunas liquidas. A microinje¢do foi efetuada em um periodo
de 60 segundos, e a agulha permaneceu no local por mais 40 segundos para evitar o refluxo da

solucdo injetada durante a sua retirada.

6.5 - Teste de Imobilidade Tonica
Os episddios de IT foram realizados no periodo da manha, em uma sala semi-escura,

com ruido de fundo (ar condicionado ligado) e, antes do inicio das sessdes de IT, o animal
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permaneceu na sala por, pelo menos, 20 minutos para habituacdo e reducdo do estresse
ambiental. Cada animal foi submetido a 5 episddios de IT, por sessdao experimental.
Inicialmente, os animais foram submetidos ao teste de susceptibilidade a imobilidade
tonica. Para a indugdo da resposta de IT, a cobaia foi apreendida pelo dorso e submetida a
inversdo postural (decubito dorsal) seguida por contencdo manual, a qual perdurou até o
animal cessar os movimentos de resisténcia ao procedimento. Nesse momento, foram
retiradas as maos de cima da cobaia e cronometrou-se a duracdo do episddio de IT, onde o
término do episddio foi determinado pelo retorno da cobaia a sua postura habitual sobre as
quatro patas. Consideravam-se susceptiveis apenas os animais em que a duracdo média dos 5
episddios de IT foi superior ou igual a 40 segundos, sendo esses, os animais que foram
operados. Ap6s o periodo de recuperagdo do processo cirdrgico cada animal foi submetido a

novas sessdes de IT.

6.6 - Teste de Vocalizacdo

O teste de vocalizagdo vem sendo utilizado em nosso laboratdrio e tem se mostrado
adequado a avaliacdo de respostas nociceptivas em cobaias (MENESCAL-DE-OLIVEIRA;
LICO, 1977; MENESCAL-DE-OLIVEIRA; LICO, 1982; MENESCAL-DE-OLIVEIRA;
HOFFMANN; 1993). Nesse teste aplicou-se um estimulo agudo periférico nocivo (choque
elétrico aplicado na regido subcutanea da coxa do animal), que induziu a resposta de
vocalizacdo, a qual foi interpretada como manifestacdo de dor. Essa vocalizacdo foi captada
por um microfone conectado a um dos canais do poligrafo, que fez a conversdo dessa resposta
para um registro poligréfico.

Para realizacdo do teste, implantamos na regido subcutinea da coxa um par de
eletrédios de aco-inox, ndo isolados, com 0,3 mm de diametro e 15 mm de comprimento. Em

seguida, a cobaia foi contida numa caixa de acrilico preenchida com espuma de nylon, na qual
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permaneceu sem nenhuma manipulacdo por um periodo de 20 minutos, para habituacdo a
situac@o experimental.

Ap6s o periodo da habituagdo, os animais foram submetidos a estimulacdo nociva
periférica, que consistiu de pulsos elétricos com freqiiéncia de 100 Hz, 5 ms de durac@o e com
intensidade variada de 0,5 a 4,0 V aplicados na regido subcutanea da coxa. Os estimulos
foram aplicados inicialmente numa intensidade de 0,5 volts, sendo esta aumentada
progressivamente de 0,5 em 0,5 volts até ocorrer a resposta de vocalizacdo (limiar). Tendo se
estabelecido a menor intensidade de estimulo necessaria para obtencdo da resposta de
vocaliza¢do, mais duas estimulacdes subseqiientes foram feitas para o registro da linha de
base (registro controle). Apds a obtenc@o da linha de base, microinjetaram-se as drogas na
estrutura em estudo e registrou-se a amplitude da vocalizacdo durante a aplica¢do do estimulo
nocivo nos intervalos de tempo de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a microinje¢ao.

O registro da vocalizac¢do decorrente do estimulo nocivo foi realizado com o auxilio de
um microfone Aiwa DM-64. Este foi conectado a um pré-amplificador (Bioeletric
Preamplifier RB-5) num dos canais do poligrafo (Nihon Kohden), que converteu a
vocalizagdo em um sinal elétrico para registro das respostas de vocalizacdo. A amplitude dos
picos do registro grafico foi proporcional a intensidade da vocalizacdo do animal. Desse
modo, a média dos picos de cada resposta representou um indice confidvel da magnitude da
vocalizacdo interpretada como manifestacio de dor. Nos nossos registros poligraficos a

velocidade do papel foi de 5 mm/seg.

6.7 - Neurotracamento
Para realizacdo do neurotragcamento, as cobaias receberam um implante de uma
canula-guia de aco inoxidédvel direcionada para o NMR. A canula-guia foi introduzida

verticalmente, usando-se as coordenadas descritas anteriormente, concernentes ao nucleo
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magno da rafe. Apds o implante da canula-guia um volume de 0,2 ul do neurotragador diluido
em tampao fosfato foi microinjetado no tecido neural com o auxilio de uma seringa Hamilton
(10,0 pl) conectada, por meio de um segmento de polietileno de aproximadamente 45 cm
(PE10), a uma agulha dental (Mizzi, USA). A microinjecdo foi realizada em um periodo de 60
segundos, e a agulha permaneceu no local por mais 120 segundos, para evitar o refluxo da
solucdo injetada. Passados 4 dias de pds-operatério, os animais foram profundamente
anestesiados com pentobarbital sédico e perfundidos por via intracardiaca com salina
tamponada, seguida de paraformaldeido a 4%, diluido em tampao fosfato a 0,1M com pH 7.4.
Apés a fixagdo, o encéfalo foi removido do crdnio e armazenado por 4 horas na solugdo
fixadora a uma temperatura de 4°C. Apds esse periodo, os encéfalos foram transferidos para
uma solucao de sacarose a 30%, onde permaneceram por dois dias. Em seguida, os encéfalos
foram congelados e seccdes frontais de 40-50 wm de espessura foram processadas com o
auxilio de um criostato. Os cortes coletados foram depositados em placas de acrilico,
confeccionadas para a técnica de “free floating”, preenchidas com solu¢dao de tampao fosfato
a 0,IM, pH 7.,4. Antes do processamento histoquimico para a marcagdo com biodextran, a
atividade da peroxidase endégena foi bloqueada por pré-incubacdo do material em solucdes
alcodlicas de concentragdes variadas (50%, 70%, 50%) por 15, 20 e 15 min, respectivamente.
Na seqiiéncia, os cortes foram lavados trés vezes em solu¢cdo de tampao fosfato a 0,1M, pH
7,4 e incubados em solu¢do ABC (Kit Elite Vectastain ABC, Vector Laboratories, Inc. 1997,
Burlingame, Califérnia, USA), durante 2 horas sob agitacdo e a temperatura ambiente para
proporcionar uma melhor visualizagdo da marcacdo pelo BDA. Apds esse periodo, os cortes
foram lavados trés vezes em tampao fosfato a 0,1M, pH 7,4 e incubados para visualiza¢ao da
peroxidase, usando como cromégeno o di-hidrocloreto diaminobenzidina (DAB). Os cortes
foram incubados por 10 minutos sob agitacdo a 4°C, em local com pouca luminosidade, em

uma solucdo contendo 50 mg de DAB, 2,5 ml de cloreto de cobalto (CoCl, . 6H,0) e 2,0 ml
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de sulfato de niquel amoniacal [(NH4);Ni(SOy4), . 6H,O] em 100 ml de tampao fosfato a
0,1M, pH 7,4. Apds essa incubagdo, foi adicionada 4dgua oxigenada (H202) a 0,001% a
solucdo contendo os cortes. Finalmente, as sec¢des foram lavadas por no minimo trés vezes,
em solucdo tampao fosfato 0,IM, pH 7,4, montadas entre laminas e laminulas de vidro,

gelatinizadas, e coradas pelo método de Nissl.

6.8 - Protocolos Experimentais

6.8.1 - Experimento 1: Estudo da microinjecao de agonistas e antagonistas opioidérgicos
e GABAérgicos no nicleo magno da rafe na modulacao da resposta de IT.

Nesse protocolo experimental, verificou-se os efeitos dos agonistas e antagonistas
opioidérgicos e GABAérgicos, quando microinjetados no NMR na modulagdo da resposta
comportamental de IT. Assim, apds o periodo de recuperacdo da cirurgia (5-7dias), os animais
dos diferentes grupos experimentais foram submetidos a novas sessdes experimentais de IT
em dias consecutivos. No primeiro dia, a agulha injetora foi introduzida na canula-guia;
porém, nenhuma droga foi microinjetada e, apds a retirada da agulha, os animais foram
submetidos a 5 episddios de IT. Esse procedimento teve por objetivo verificar o efeito da
cirurgia “per se” na resposta de IT. No dia seguinte, os animais receberam microinje¢des das
drogas em estudo e, ap6s 1 minuto, foram submetidos a 5 manobras para inducdo da IT. Os

animais foram divididos em dez grupos experimentais, descritos na seqiiéncia.

Grupos Experimentais

Grupo 1: animais pré-tratados com salina 0,9 % (0,2 pl), sendo em seguida submetidos
aos episddios de IT.

Grupo 2: animais pré-tratados com morfina (2,2 nmol/ 0,2 pl), sendo em seguida

submetidos aos episddios de IT.
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Grupo 3: animais pré-tratados morfina (4,4 nmol/ 0,2 pl), sendo em seguida
submetidos aos episddios de IT.

Grupo 4: animais pré-tratados com naloxone (2,7 nmol/ 0,2 ul) seguido por morfina
4,4 nmol (dez minutos apds), sendo em seguida submetidos aos episddios de IT.

Grupo 5: animais pré-tratados com naloxone (2,7 nmol/ 0,2 ul) seguido por salina 0,9
% (dez minutos apds), sendo em seguida submetidos aos episddios de IT.

Grupo 6: animais pré-tratados com bicuculina (antagonista GABAérgico, 0,2 nmol/
0,2 ul), sendo em seguida submetidos aos episodios de IT.

Grupo 7: animais pré-tratados com bicuculina (antagonista GABAérgico, 0,4 nmol/
0,2 ul), sendo em seguida submetidos aos episodios de IT.

Grupo 8: animais pré-tratados com muscimol (agonista GABAérgico, 0,25 nmol/ 0,2
ul), sendo em seguida submetidos aos episodios de IT.

Grupo 9: animais pré-tratados com muscimol (agonista GABAérgico, 0,5 nmol/ 0,2
ul), sendo em seguida submetidos aos episodios de IT.

Grupo 10: animais pré-tratados com muscimol (agonista GABAérgico, 0,25 nmol/ 0,2
pl) previamente a morfina 4,4 nmol (dez minutos apds), sendo em seguida submetidos aos

episddios de IT.

6.8.2 - Experimento 2: Estudo do efeito da microinjecio de agonistas e antagonistas
opioidérgicos e GABAérgicos no nicleo magno da rafe na modulacio da resposta de
vocalizacao produzida por um estimulo nocivo periférico em cobaias.

Nesse grupo experimental, verificou-se o efeito dos agonistas e antagonistas
opioidérgicos e GABAérgicos, microinjetados no NMR na nocicepcao, avaliado pelo teste de
vocalizagdo em cobaias. Apesar de alguns estudos terem avaliado a participacdo do NMR na

modulacdo de respostas nociceptivas, nenhum deles utilizou como método algesimétrico o



26

teste de vocalizacdo e nem mesmo cobaias como animal experimental. O teste de vocalizagao
caracteriza-se pela aplicacdo de um estimulo nocivo periférico, o qual elicia uma reposta de
vocalizacdo no animal, que € interpretada como manifestacdo de dor. A resposta de
vocaliza¢do denota a participagdo do componente afetivo-motivacional da sensa¢do dolorosa

e depende preponderantemente da ativacao de estruturas supra-espinhais e do sistema limbico.

Grupos Experimentais

Nesses grupos experimentais os animais, apds o periodo de recuperacao da cirurgia (5-
7dias), receberam a microinjecdo da droga em estudo e, em seguida, foram submetidos a
realizacdo do teste algesimétrico de vocalizacdo (descrito anteriormente).

Grupo 1: animais receberam microinjecao de salina.

Grupo 2: animais receberam microinje¢do de morfina (2,2 nmol/ 0,2 ul).

Grupo 3: animais receberam microinje¢ao de morfina (4,4 nmol/ 0,2 ul).

Grupo 4: animais receberam microinje¢do de naloxone (2,7 nmol/ 0,2 ul) seguido de
morfina (4,4 nmol/ 0,2 ul).

Grupo 5: animais receberam microinje¢do de naloxone (2,7 nmol/ 0,2 ul) seguido de
salina 0,9 % (0,2 ul).

Grupo 6: animais receberam microinje¢ao de bicuculina (0,2 nmol/ 0,2 pl).

Grupo 7: animais receberam microinjecao de bicuculina (0,4 nmol/ 0,2 pl).

Grupo 8: animais receberam microinje¢ao de muscimol (0,25 nmol/ 0,2 pl).

Grupo 9: animais receberam microinje¢ao de muscimol (0,50 nmol/ 0,2 pl).

Grupo 10: animais receberam microinjecdo de muscimol (0,25 nmol/ 0,2 ul) seguido

de morfina (4,4 nmol/ 0,2 ul).
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6.8.3 - Experimento 3: Estudo funcional da conexao entre NMR e a area PBv modulando
respostas comportamentais de I'T e nociceptivas.

Esse experimento teve por objetivo verificar se as respostas comportamentais de IT e
antinociceptivas, mediadas pela estimulacdo colinérgica do NMR, dependiam de conexdes
entre o NMR e a PBv. Para isso, utilizamos a lidocaina como ferramenta para a inativagcao
funcional da PBv durante a estimulagdo colinérgica do NMR.

Nesses grupos experimentais, os animais foram operados para o implante da canula-
guia e, apds o periodo de recuperacdo (5 — 7 dias), foram submetidos ao teste de IT ou ao teste
de vocalizacdo apds a microinje¢ao das drogas em estudo. Os protocolos experimentais
utilizados para o teste de IT e de vocalizacao foram descritos anteriormente. Sendo que, nesse
protocolo, os animais eram portadores de uma canula-guia localizada no NMR (parametros ja
descritos) e outras duas bilateralmente na area PBv. Os parametros para o a drea PBv foram:
AP =+ 9,8 mm a partir do bregma, L = + 2,4 mm partindo da linha média e P = + 1,8 a partir

da barra auricular.

Grupos Experimentais

Grupo 1: animais que receberam microinjecdo de salina na PBv e, dez minutos apds,
salina no NMR e foram submetidos aos episddios de IT.

Grupo 2: animais que receberam microinjecdao de salina na PBv e, dez minutos apds,
CCh no NMR e foram submetidos aos episddios de IT.

Grupo 3: animais que receberam microinje¢do de lidocaina na PBv e, dez minutos
apds, CCh no NMR e foram submetidos aos episodios de IT.

Grupo 4: animais que receberam microinje¢do de lidocaina na PBv e, dez minutos

apos, salina no NMR e foram submetidos aos episddios de IT.
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Grupo 5: animais que receberam microinjecdo de salina na PBv e, dez minutos apds,
salina no NMR e foram submetidos ao teste de vocalizacao.

Grupo 6: animais que receberam microinjecdo de salina na PBv e, dez minutos apds,
CCh no NMR e foram submetidos ao teste de vocalizacao.

Grupo 7: animais que receberam microinje¢do de lidocaina na PBv e, dez minutos
ap6s, CCh no NMR e foram submetidos ao teste de vocalizagao.

Grupo 8: animais que receberam microinje¢do de lidocaina na PBv e, dez minutos

apos, salina no NMR e foram submetidos ao teste de vocalizacao.

6.8.4 - Experimento 4: Estudo neuroanatomico da conexao entre NMR e a drea PByv.
Esse estudo teve por objetivo verificar a existéncia de uma possivel conexao
neuroanatOmica entre o NMR e a PBv de cobaias. Para tanto, os animais receberam
microinje¢des do neurotracador bi-direcional ou eminentemente anterégrado, dextran amina
biotinizada de peso molecular 3.000 (BDA: 3.000) ou 10.000 (BDA: 10.000 P.M.; Molecular

Probes), respectivamente, no nicleo magno da rafe.

Grupos Experimentais
Grupo 1: animais que receberam microinje¢do de BDA 3.000 no NMR.

Grupo 2: animais que receberam microinje¢do de BDA 10.000 no NMR.

6.9 - Drogas Ultilizadas

Experimento 1 e 2: utilizaram-se o sulfato de morfina, (agonista opioidérico, Sigma), o
hidrocloreto de naloxone (antagonista preferencial p-opioide, Sigma), a metil-bicuculina
(antagonista GABA¢érgico, Sigma) e o muscimol (agonista GABAérgico, Sigma) dissolvidos

em salina a 0,9%, que foi utilizada como controle das drogas utilizadas.
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Experimento 3: utilizaram-se o CCh (agonista colinérgico) dissolvido em salina a
0,9% e lidocaina a 2,0% (anestésico local).

Experimento 4: utilizaram-se neurotracadores bi-direcional, ndo fluorescente, a
dextran amina biotinizada de peso molecular 3.000 (BDA: 3.000 P.M.; Molecular Probes) e
anterégrado, a dextran amina biotinizada de peso molecular 10.000 (BDA: 10.000 P.M.;
Molecular Probes), na concentra¢do de 10%, diluidos em de tampao fosfato a 0,01M com pH
7.4.

As doses utilizadas foram de 2,2 e 4,4 nmol para a morfina e de 2,7 nmol para o
naloxone, de 0,2 e 0,4 nmol para a bicuculina, de 0,25 e 0,5 nmol para o muscimol e de 0,65 e
2,7 nmol para o CCh. Todas as drogas foram diluidas em salina a 0,9 %.

As doses utilizadas inicialmente nos experimentos acima referidos foram obtidas com
base em dados da literatura (SILVA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2006; MONASSI;

LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1999; MORGAN; WHITNEY, 2000).

6.10 - Histologia

Com o término dos experimentos, os animais foram anestesiados com tiopental sédico
(50 mg/Kg, ip) e perfundidos através do ventriculo esquerdo com solugdo fisiolégica, para
remog¢do do sangue. Em seguida, fez-se a perfusdo com formol a 10 % para fixacdo dos
tecidos. Terminado este procedimento fez-se remoc¢do do encéfalo e seu armazenamento em
formol a 10 % por pelo menos 1 dia. Apés o periodo de fixacdo, os encéfalos foram
transferidos para uma solu¢do de sacarose a 20 % por 2 dias. Em seguida, os encéfalos foram
levados ao criostato para realizacdo das seccdes frontais (40um de espessura) da regido do
encéfalo, onde estava localizada a canula-guia. Os cortes encefdlicos foram montados em
laminas e corados pela técnica de Nissl, para posterior andlise do local da microinje¢do. S6

foram analisados os resultados dos animais com histologia positiva para a drea estudada.
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6.11 - Andlise dos Resultados

Os resultados dos grupos de imobilidade tonica foram expressos em valores médios
das médias das duragdes dos 5 episddios de IT de cada animal e erro padrao da média (EPM).
Para andlise estatistica os valores da durac@o da IT (em segundos), foram analisados por meio
de uma andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA). As diferencas estatisticas
foram determinadas pelo pés-teste de Duncan. Os dados foram considerados estatisticamente
significantes quando p < 0,05.

Nos experimentos de vocalizacdo, a amplitude dos picos no registro poligrafico da
vocalizac¢do foi medida em milimetros e a média de cada resposta foi interpretada como uma
medida quantitativa da vocalizagdo. Os resultados em milimetros foram transformados em

Indice de Vocalizacdo (Ivoc) utilizando-se a seguinte férmula:

Ivoc = média de vocalizacio — valor da linha de base

Valor da linha de base

Para estatistica, realizou-se uma andlise de variincia de duas vias (two-way ANOVA)
para medidas repetidas, onde as varidveis foram tempo (fator repetido) e tratamento (fator
independente), seguido do poés-teste de Duncan. Os dados foram considerados

estatisticamente significantes para p < 0,05.

6.12 - Aspectos Eticos
O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica em

Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao

Paulo (Protocolo N° 031/2004).
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7 - Resultados
7.1 - Experimento 1: Efeito da microinjecao de agonistas e antagonistas, opioidérgicos e

GABAérgicos no niicleo magno da rafe sobre a modulacio da resposta de IT.

Nesses experimentos verificou-se o efeito dos diferentes tratamentos na modulagdo da
resposta de IT em cobaias. No grupo 1, com o objetivo de se avaliar um possivel efeito do
veiculo (salina) sobre a duracdo da IT, os animais foram pré-tratados com salina no NMR. A
microinjecdo de salina ndo alterou significativamente (p > 0,05) a duracd@o dos episddios de IT
quando comparados com o controle e o “sham” (Figura 1A). A figura 1B representa os sitios
de microinjecao de salina no NMR.

Nos grupos seguintes avaliamos o efeito da microinje¢cdo dos agonistas e antagonistas
opidides no NMR sobre duracido da resposta de IT. Para tanto, microinjetaram-se diferentes
concentracdes de morfina (2,2 e 4,4 nmol/0,2ul) no NMR. Nossos resultados demonstraram
que a microinjecdo de morfina na concentracio de 2,2 nmol/0,2 ul ndo alterou
significativamente (p > 0,05) a duragcdo da IT (Figura 2A). Por outro lado, a microinjecao
morfina na concentracdo de 4,4 nmol induziu um aumento na duracdo da resposta de IT
(Figuras 3A). A aplicagdo do ANOVA para medidas repetidas demonstrou haver uma
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (Fpi3 = 7,71, p = 0,004), e a
aplicacdo do pods-teste de Duncan indicou que o aumento na duracdo da IT causado pela
microinjecdo de morfina a 4,4 nmol foi diferente das respostas comportamentais de IT do
controle e do “sham”. Contudo, os episédios controle e “sham” ndo foram estatisticamente
diferentes entre si (p > 0,05). Como demonstrado na Figura 4A o aumento na duracdo da
resposta de IT causado pela microinjecio de morfina no NMR foi bloqueado pela
microinje¢do prévia de naloxone (2,7 nmol) no mesmo nicleo (Figura 4A). A aplicagdo do

ANOVA para medidas repetidas indicou haver diferenga estatisticamente significativa entre
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os diferentes tratamentos (F (2,18)=4,85; p = 0,021) e o pds-teste de Duncan demonstrou que o
tratamento com morfina foi diferente dos demais tratamentos (CONT e NAL + MS) os quais
ndo foram considerados diferentes entre si (p > 0,05). Além disso, com o objetivo de
verificarmos se o naloxone “per se”” produziria algum efeito sobre a resposta de IT, avaliamos
o efeito da microinjecdo de naloxone seguido por salina (Figura 5A). A microinje¢cdo do
naloxone seguido por salina ndo alterou a duracdo média da resposta de IT, quando
comparado com os grupos controle e “sham” (p > 0,05). Os sitios de microinje¢do dos grupos
descritos anteriormente foram representados nas figuras 1B, 2B, 3B, 4B e 5B.

Nos experimentos onde o objetivo foi verificar a participagdo dos neurotransmissores
GABAérgicos na modulagdo da resposta de IT, observou-se que a microinjecao de 0,2 nmol
de bicuculina ndo alterou significativamente a duracdo da resposta de IT (p > 0,05; Figura
6A). Contudo, a microinje¢cdo do antagonista GABAérgico (bicuculina) na concentracdo de
0,4 nmol/0,2ul causou um aumento significativo na durag@o da resposta de IT (ANOVA, F,,
14y=25,67; p < 0,001). A aplicacdo do pds-teste indicou que a duracdo da resposta de IT dos
animais tratados com bicuculina a 0,4 nmol foi diferente dos demais tratamentos (Figura 7A).
As figuras 6B e 7B representam os sitios de microinje¢do de bicuculina nas concentracdes de
0,2 e 0,4 nmol/0,2 ul no NMR, respectivamente.

Ainda com o objetivo de se verificar o efeito da neurotransmissdo GABAérgica do
NMR na duragdo da resposta de IT, novos grupos foram testados apds a microinje¢do do
agonista GABA¢érgico (muscimol) nas concentragdes de 0,25 e 0,5 nmol/0,2 pl na estrutura
em estudo. Na Figura 8A, observa-se que a microinjecao de muscimol na dose de 0,25 nmol
no NMR ndo alterou significativamente a duracdo da resposta de I'T quando comparado com
os episddios controle e “sham” (ANOVA, p > 0,05). Entretanto, a concentracdo de 0,5 nmol
de muscimol foi capaz de causar uma reducdo significativa na duracdo da resposta de IT

(Figura 9A). A aplicacdo do ANOVA para medidas repetidas indicou haver uma diferenca
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significativa entre os grupos (F, 14)=5,77; p = 0,015), e o pés-teste de Duncan indicou que a
duracdo média da resposta de IT apds o tratamento com muscimol na dose de 0,5 nmol foi
diferente das médias observadas durante os episddios controle e “sham”. As figuras 8B e 9B
representam os sitios de microinjecao de muscimol nas concentracdes de 0,25 e 0,5 nmol/0,2
ul no NMR, respectivamente.

Finalmente, um grupo foi realizado com o objetivo de testar se 0 aumento na duracao
da resposta de IT mediado pela microinjecao de morfina no NMR dependia de uma inibi¢cao
na neurotransmissao GABAérgica, indicando uma relacdo entre os mecanismos opioidérgicos
e GABA¢érgicos (Figura 10A). Para tal, microinjetou-se no NMR uma dose de muscimol (0,25
nmol) sem efeito “per se” previamente a morfina (4,4 nmol). A microinjecao prévia de
muscimol promoveu o bloqueio do aumento na duragdo da resposta de IT produzida pela
morfina. Nesse grupo observaram-se dura¢des médias dos episddios de IT de 220,0 = 57,1 s
para o controle, de 217,9 £ 57,2 s para o “sham” e de 219,9 + 74,1 s para o tratamento
muscimol previamente a morfina, nao havendo diferenca estatisticamente significativa na
duracdo da resposta de IT entre os diferentes tratamentos (ANOVA, p > 0,05). A figura 10B

representa os sitios de microinjecao de muscimol previamente a morfina no NMR.
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Duragdo da IT (s)
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l
CONT SHAM SAL

Figura 1: A - Duracdo média das médias dos cinco episédios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), ap6s a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecdo de salina a 0,9 % (SAL;
0,2 ul) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 7). B — Desenho esquematico de
seccoes coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de
microinje¢do de salina. NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial e Pi: piramides.
Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 2: A - Duracdo média das médias dos cinco episédios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apds a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecdo de morfina (MS 2,2
nmol) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 8). B — Desenho esquematico de
seccoes coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de
microinje¢do de morfina 2,2 nmol. NMR: niicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial e Pi:
piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 3: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apés a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecdo de morfina (MS 4,4
nmol) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 10). * p < 0,05 quando
comparado com os tratamentos CONT e SHAM. B — Desenho esquemadtico de secgdes
coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de microinje¢ao de
morfina 4,4 nmol. NMR: ndcleo magno da rafe, N VII: nicleo facial e Pi: piramides. Desenho
modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 4: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apds a microinjecdo de morfina (MS 4,4 nmol) e apds a microinje¢ao de
morfina (4,4 nmol/0,2 ul) precedido por naloxone (2,7 nmol/ 0,2 pul) no NMR (NAL + MS).
As barras verticais representam o EPM (n = 10). * p < 0,05 quando comparado com os
tratamentos CONT e NAL + MS. B — Desenho esquematico de sec¢des coronais de planos
representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de microinjecdo de apds a
microinjecdo de MS 4,4 nmol e apés a microinjecao de morfina (4,4 nmol/0,2 pl) precedido
por naloxone (2,7 nmol/ 0,2 ul) no NMR (NAL + MS). NMR: nicleo magno da rafe, N VII:
nucleo facial e Pi: piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 5: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apds a cirurgia (SHAM), ap6s a microinjeciao de naloxone (2,7 nmol/0,2
pl) seguido por salina 0,9 % (NAL + SAL) no NMR. As barras verticais representam o EPM
(n = 10). B — Desenho esquematico de sec¢des coronais de planos representativos do NMR de
cobaias, indicando os sitios de microinje¢do de NAL seguido por salina 0,9 % (NAL + SAL.
NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial e Pi: piramides. Desenho modificado a
partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 6: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apés a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecdo de bicuculina (BIC 0,2
nmol) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 10). B — Desenho esquemético
de seccdes coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de
microinjecdo de BIC 0,2 nmol. NMR: nucleo magno da rafe, N VII: nucleo facial e Pi:
piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 7: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apés a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecao de bicuculina (BIC 0,4
nmol) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 8). B — Desenho esquematico de
seccoes coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de
microinjecdo de BIC 0,4 nmol. NMR: nucleo magno da rafe, N VII: nucleo facial e Pi:
piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 8: A - Duracdo média das médias dos cinco episédios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), ap6s a cirurgia (SHAM) e apds a microinje¢do de muscimol (MUS 0,25
nmol) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 7). B — Desenho esquematico de
seccoes coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de
microinje¢cdo de MUS 0,25 nmol. NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial e Pi:
piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 9: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), ap6s a cirurgia (SHAM) e apds a microinje¢cdo de muscimol (MUS 0,5
nmol) no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = §). B — Desenho esquemitico de
seccoes coronais de planos representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de
microinjecdo de MUS 0,5 nmol. NMR: nucleo magno da rafe, N VII: ntcleo facial e Pi:
piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 10: A - Duracdo média das médias dos cinco episédios de imobilidade tdnica (IT)
antes da cirurgia (CONT), ap6s a cirurgia (SHAM) e ap6s a microinjecao de muscimol (0,25
nmol/ 0,2 ul) seguido de morfina (4,4 nmol/0,2 ul; MUS + MS) no NMR. As barras verticais
representam o EPM (n = 12). B — Desenho esquematico de seccdes coronais de planos
representativos do NMR de cobaias, indicando os sitios de microinje¢cdo de MUS (0,25 nmol/
0,2 ul) seguido de MS (4,4 nmol/0,2 ul; MUS + MS). NMR: nicleo magno da rafe, N VII:
nicleo facial e Pi: piramides. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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7.2 - Experimento 2: Efeito da microinjecio de agonistas e antagonistas opioidérgicos e
GABAérgicos no nicleo magno da rafe sobre a modulacio da resposta de vocalizacio
produzida por um estimulo nocivo periférico em cobaias.

Nesses experimentos, verificou-se o decursso temporal do efeito dos diferentes
tratamentos farmacolégicos no indice de vocalizacdo. Inicialmente, observou-se que a
microinje¢do de morfina 4,4 nmol/0,2 ul no NMR promoveu uma redug¢do no indice de
vocalizacdo avaliado durante a aplicagdo do estimulo elétrico nocivo periférico. Essa
antinocicep¢cao promovida pela microinjecio de morfina no NMR permaneceu por todo o
periodo experimental e foi bloqueada pela administracdo prévia de naloxone 2,7 nmol/0,2 ul
no mesmo sitio. Além disso, verificou-se que o naloxone, quando microinjetado
isoladamente, ndo alterou a resposta de vocalizagdao (Figura 11). Nesses grupos, a aplicacdo
do two-way ANOVA para medidas repetidas demonstrou haver interacio do tempo vs
tratamento (F20, 160) = 2,156; p = 0,005). A aplicacdo do pds-teste de Duncan para cada
intervalo de tempo indicou que aos 5 minutos o tratamento com morfina 4,4 nmol/0,2 ul foi
estatisticamente diferente dos tratamentos salina, morfina a 2,2 nmol e naloxone seguido por
salina (p < 0,05). Apds quinze minutos, o tratamento com morfina a 4,4 nmol foi considerado
estatisticamente diferente dos demais grupos (p < 0,05). Nos intervalos de 30 e 45 minutos, a
aplicacdo do pds-teste demonstrou que o grupo tratado com morfina a 4,4nmol foi diferente
dos grupos salina, naloxone seguido de morfina e naloxone seguido por salina (p < 0,05). No
intervalo de tempo de 60, a aplicagdo do pos-teste de Duncan indicou que o grupo morfina a
4,4 nmol/0,2 pl foi diferente dos grupos salina, morfina a 2,2 nmol e naloxone seguido por
salina (p < 0,05), mas ndo foi diferente do grupo onde o naloxone foi injetado previamente a
morfina (p > 0.05). O grupo tratado com morfina a 2,2 nmol foi estatisticamente diferente do

grupo salina no intervalo de 30 min (p < 0,05). Na Figura 12, observa-se um exemplo de
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registros poligraficos da vocalizacdo de animais representativos dos grupos experimentais
acima citados nos intervalos de tempo onde se aplicou o estimulo nocivo periférico.

No segundo protocolo experimental, verificou-se o efeito antinociceptivo da
microinje¢do de bicuculina nas doses 0,2 e 0,4 nmol/0,2 ul no NMR. A microinjecdo de
bicuculina na dose de 0,2 nmol/0,2 ul promoveu uma reducdo no indice de vocalizagdao
durante a aplicacdo do estimulo nocivo periférico apenas no primeiro intervalo de tempo
avaliado (5 min), retornando os indices de vocalizacdo a valores préximos ao controle nos
intervalos subseqiientes. Entretanto, a microinje¢do de bicuculina na dose de 0,4 nmol/0,2 ul
no NMR promoveu uma antinocicep¢ao que perdurou por todo o periodo experimental (60
min; Figura 13). A aplicagdo do two-way ANOVA indicou haver interacdo tempo vs
tratamento (F(o, 115 = 2,46; p = 0,010). A aplica¢do do pods teste de Duncan demonstrou que
aos 5 minutos a bicuculina nas duas concentracdes testadas (0,2 e 0,4 nmol/0,2ul) produziu
uma reducdo significativa do indice de vocalizagdo em cobaias quando comparadas com o
grupo salina (p < 0,05). Nos intervalos de 15 e 30 minutos, o pds-teste indicou que a maior
concentracdo de bicuculina (0,4 nmol) produziu uma redugdo significativa no indice de
vocalizagdo quando comparado com o grupo salina (p < 0,05), mas ndo diferiu do grupo
bicuculina a 0,2 nmol (p > 0,05). Finalmente, a aplicacdo do pds-teste de Duncan indicou que
o tratamento com bicuculina a 0,4 nmol produziu uma reducdo significativa no indice de
vocaliza¢do nos intervalos de 45 e 60 minutos quando comparado com a bicuculina a 0,2
nmol e com a salina (p < 0,05). Na Figura 14, observa-se um exemplo de registros
poligrificos da vocalizacdo de animais representativos dos grupos experimentais acima
citados nos intervalos de tempo em que se aplicou o estimulo nocivo periférico.

No grupo em que foram feitas microinjecdes de muscimol nas doses de 0,25 e 0,5
nmol/0,2 ul no NMR, verificamos que a dose de 0,25 nmol de muscimol nédo alterou o indice

de vocalizacdo. Entretanto, a administragdo do muscimol na dose de 0,5 nmol promoveu uma
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hiperalgesia demonstrada pelo aumento do indice de vocalizacdo durante a aplicagdao de um
estimulo nocivo periférico (Figura 15). A aplicacdo do two-way ANOVA indicou haver efeito
do tratamento (F, 110) = 4,407; p = 0,025). A aplicacdo do pds-teste indicou haver diferenca
estatistica dos tratamentos nos intervalos de tempo de 15 e 30 minutos (p < 0,05). A aplicacao
do pos-teste de Duncan nesses intervalos indicou que a microinjecao do muscimol a 0,5 nmol
diferiu das demais no intervalo de 15 minutos, enquanto que no intervalo de 30 minutos, o
muscimol 0,5 nmol foi diferente apenas dos animais tratados com salina. Nos intervalos de 45
e 60, nao houve diferenca estatistica entre os grupos testados (p > 0,05). Na Figura 16,
observa-se um exemplo de registros poligraficos da vocalizagdo de animais representativos
dos grupos experimentais acima citados nos intervalos de tempo em que se aplicou o estimulo
nocivo periférico.

No ultimo grupo, foi observado se a antinocicep¢ao produzida pela morfina a 4,4
nmol/0,2 ul ocorria por meio da inibi¢do da neurotransmissio GABAérgica. Sendo assim,
testamos nesse grupo o efeito da microinjecdo no NMR de muscimol numa dose que “per se”
ndo alterou a resposta de vocalizacdo quando administrada previamente a morfina na dose de
4,4 nmol/0,2 ul. Os nossos resultados demonstraram que a microinjecdo prévia de muscimol
na dose que ndo produziu efeito “per se” foi capaz de bloquear a antinocicep¢ao promovida
pela administracdo da morfina (Figura 17). A aplicagdo do two-way ANOVA indicou ndo
haver interacdo tempo vs tratamento (p > 0,05), ndo havendo diferencga significativa entre os
grupos. Na figura 18, observa-se um exemplo de registros poligrificos da vocalizacdo de
animais representativos dos grupos experimentais acima citados nos intervalos de tempo em
que se aplicou o estimulo nocivo periférico. A figura 19 representa os sitios de microinjecdo

das diferentes drogas no NMR.
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Figura 11: Decurso temporal da média do Indice de Vocalizagio no periodo controle e apSs o
tratamento com salina a 0,9 % (SAL, n = 8), morfina a 4,4 nmol/0,2 pul (MS 4,4 nmol, n = 8),
morfina a 4,4 nmol/0,2 ul precedida por naloxone a 2,7 nmol/0,2 ul (NAL + MS, n=7) e
naloxone a 2,7 nmol/0,2 pul previamente a salina (NAL + SAL, n = 8) no NMR. As barras
verticais representam o EPM. L.B. (linha de base) representa o Indice de Vocaliza¢io no
periodo controle. O * foi considerado como p < 0,05 quando comparado com os grupos SAL,
MS 2,2 nmol e NAL + SAL, o # p < 0,05 quando comparado com os demais grupos € 0 + p <
0,05 quando comparado com os grupos SAL, NAL + SAL e NAL + MS.
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Figura 12: Registro poligrifico da amplitude (mm) de vocalizacgdo de um animal
representativo de cada grupo apds as microinjecoes no NMR de cobaias. (A) salina, (B)
morfina a 2,2 nmol, (C) morfina a 4,4 nmol, (D) naloxone (2,7 nmol) seguido de morfina (4,4
nmol) e (E) naloxone seguido por salina. As barras horizontais indicam o periodo de aplicacdo
do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). A linha da base (L.B.)
representa o registro de vocalizac¢do antes da microinjecao das drogas.
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Figura 13: Decurso temporal da média do Indice de Vocalizacio no periodo controle e apSs o
tratamento com salina a 0,9 % (SAL, n = 8), bicuculina a 0,2 nmol/0,2 ul (BIC 0,2 nmol, n =
10) e bicuculina a 0,4 nmol/0,2 pl (BIC 0,4 nmol, n = 8) no NMR. As barras verticais
representam o EPM. L.B. (linha de base) representa o Indice de Vocalizacdo no periodo
controle. O * foi considerado como p < 0,05 sendo que os grupos BIC 0,2 nmol e BIC 0,4
nmol foram diferentes do grupo SAL, o + p < 0,05 quando comparado com o grupo SAL e o #
p < 0,05 quando comparado com os grupos SAL e BIC 0,2 nmol.
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Figura 14: Registro poligrafico da amplitude (mm) de vocalizacio de um animal
representativo de cada grupo apds microinje¢des no NMR de cobaias. (A) salina, (B)
bicuculina 0,2 nmol e (C) bicuculina 0,4 nmol. As barras horizontais indicam o periodo de
aplicacdo do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). A linha da base
(L.B.) representa o registro de vocalizac¢do antes da microinjecdo das drogas.
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Figura 15: Decurso temporal da média do Indice de Vocalizagio no periodo controle e apSs o
tratamento com salina a 0,9 % (SAL; n = 8), muscimol a 0, 25 nmol/0,2 ul (MUS 0,25nml; n
= 7) e muscimol a 0,5 nmol/0,2 ul (MUS 0,5nmol; n = 10) no NMR. As barras verticais
representam o EPM. L.B. (linha de base) representa o Indice de Vocalizacdo no periodo
controle. O * foi considerado como p < 0,05 quando comparado com os demais grupos € o # p
< 0,05 quando comparado com o grupo SAL.
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Figura 16: Registro poligrafico da amplitude (mm) de vocalizacio de um animal
representativo de cada grupo apds microinje¢des no NMR de cobaias. (A) salina, (B)
muscimol a 0,25 nmol e (C) muscimol a 0,5 nmol. As barras horizontais indicam o periodo de
aplicacdo do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). A linha da base
(L.B.) representa o registro de vocaliza¢do antes da microinjecdo das drogas.
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Figura 17: Decurso temporal da média do Indice de Vocalizacio no periodo controle e apSs o
tratamento com salina a 0,9 % (SAL; n = 8) e morfina a 4,4 nmol/0,2 pl precedido por
muscimol a 0,25 nmol/0,2 ul (MUS + MS; n = 9) no NMR. As barras verticais representam o
EPM. L.B. (linha de base) representa o Indice de Vocalizacio no periodo controle.
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Figura 18: Registro poligrifico da amplitude (mm) de vocalizacgdo de um animal
representativo de cada grupo apds microinje¢cdes no nicleo magno da rafe de cobaias. (A)
salina e (B) muscimol (0,25 nmol) seguido por morfina (4,4 nmol). As barras horizontais
indicam o periodo de aplicacdo do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes intervalos de tempo
(min). A linha da base (L.B.) representa o registro de vocalizacdo antes da microinjecdo das
drogas.
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Figura 19: Desenho esquematico de seccdes coronais de planos representativos do NMR de
cobaias, indicando os sitios de microinjecdo de salina a 0,9 % (1), morfina a 2,2 nmol (2),
morfina a 4,4 nmol (3), naloxone a 2,7 nmol seguido de morfina a 4,4 nmol (4), naloxone a
2,7 nmol seguido de salina a 0,9 % (5) bicuculina a 0,2 nmol (6), bicuculina a 0,4 nmol (7),
muscimol a 0,25 nmol (8), muscimol a 0,5 nmol (9) e muscimol a 0,25 nmol seguido de
morfina a 4,4 nmol (10). NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial e Pi: piramides.
Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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7.3 - Experimento 3: Estudo funcional da conexao entre NMR e a area PBv modulando

respostas comportamentais de IT e nociceptivas.

Os nossos resultados demonstram que a microinjecao de CCh (0,65 nmol/0,2 ul) no
NMR promoveu uma redu¢do na duracdo da resposta defensivo de IT que ndo foi alterada
pela microinjecdo prévia de salina a 0,9 % na area PBv (Figura 21A). Contudo, em outro
grupo de animais essa reducdo na duracdo da resposta de IT pelo CCh no NMR foi bloqueada
pela microinje¢do prévia de lidocaina na drea PBv (Figura 22A).

Na figura 20A, observamos que a microinje¢ao de salina a 0,9 % na area PBv seguida
de salina no NMR nao alteraram significativamente a resposta de IT (p > 0,05). No grupo
seguinte, verificamos o efeito da microinjecao de CCh (0,65 nmol) no NMR posteriormente a
aplicacdo de salina na drea PBv (Figura 21A). A aplicacio do ANOVA para medidas
repetidas indicou haver diferenca significativa entre os tratamentos (Fqo, 20 = 13,91; p <
0,001). O pés-teste de Duncan indicou ser o grupo pré-tratado com salina na drea PBv seguido
de CCh no NMR diferente dos demais grupos (CONT e SHAM). A microinje¢do de lidocaina
na drea PBv bloqueou a reducdo da IT promovida pela administragdo de CCh (0,65 nmol) no
NMR (Figura 22A). A aplicacio do ANOVA para medidas repetidas indicou nido haver
diferencga significativa na duragdo média da resposta de IT entre os tratamentos controle,
“sham” e lidocaina na drea PBv seguido de CCh no NMR (p > 0,05). Da mesma maneira, a
microinjecdo de lidocaina na drea PBv seguido de salina a 0,9 % no NMR ndo alterou a
duracdo da resposta de IT (Figura 23A). A aplicacio do ANOVA para medidas repetidas
indicou ndo haver diferenca significativa na duracdo média da resposta de IT entre os
tratamentos controle, “sham” e lidocaina na drea PBv seguido de CCh no NMR.

Com relagdo a resposta nociceptiva de vocalizagdo, decorrente da estimulacio

periférica, os nossos resultados demonstram que a microinjecdo de CCh no NMR
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posteriormente a microinje¢ao de salina a 0,9 % na area PBv promoveu uma antinocicepgao,
demonstrada pela redu¢@o no indice de vocaliza¢do (Figura 24). Entretanto, a microinjecao
prévia de lidocaina na area PBv foi capaz de bloquear a reducdo no indice de vocaliza¢ao
causada pela microinjecio de CCh no NMR (Figura 24). A microinje¢ao de salina em ambas
as estruturas nao alterou o indice de vocalizacdo (Figura 24). Além disso, a administracdo de
lidocaina na area PBv previamente a salina no NMR nao alterou a resposta de IT.

A aplica¢do do teste two-way ANOVA para medidas repetidas demonstrou haver
interacdo do tratamento vs o tempo (Fs, 130 = 2,59; p = 0,002) indicando diferenca entre os
tratamentos ao longo do tempo. A aplicacdo do pds-teste de Duncan indicou que o grupo
tratado com salina na drea PBv seguido de CCh no NMR diferiu dos demais grupos em todos
os intervalos de tempo testados (p < 0,05). Na figura 25, observa-se um exemplo de registros
poligraficos da vocalizagdo de animais representativos dos grupos experimentais acima
citados nos intervalos de tempo em que se aplicou o estimulo nocivo periférico. A Figura 26
apresenta um desenho esquemadtico de sec¢Oes coronais de planos representativos do NMR e

da PBv de cobaias, indicando os sitios de microinjecao nos experimentos de vocalizagao.
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Figura 20: A - Duracdo média das médias dos cinco episédios de imobilidade tdnica (IT)
antes da cirurgia (CONT), ap6s a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecdo de salina a 0,9 % na
area PBv seguida de salina no NMR. As barras verticais representam o EPM (n = 11). B -
Desenho esquemadtico de seccdes coronais de planos representativos do tronco encefélico de
cobaias, indicando os sitios de microinje¢ao de salina no NMR e de salina na area PBv de
cobaias. NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial, Pi: piramides, PBv: &rea
parabraquial ventral, CI: coliculo inferior, SCP: substancia cinzenta periaquedutal. Desenho
modificado a partir do atlas de Rossner (1965).



59

A
300
E -
= 200-
o
T
[+
e
g 100 %
(]
0 | | |
CONT SHAM PBv(SAL) + NMR{CCh)
B

SCP

PBv AP =130

Figura 21: A - Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tdnica (IT)
antes da cirurgia (CONT), ap6s a cirurgia (SHAM) e apds a microinjecdo de salina a 0,9 % na
area PBv seguida de CCh (0,65 nmol/0,2 pl) no NMR. As barras verticais representam o EPM
(n = 10). B - Desenho esquemitico de seccdes coronais de planos representativos do tronco
encefélico de cobaias, indicando os sitios de microinje¢do de CCh no NMR e de salina na drea
PBv de cobaias. NMR: niicleo magno da rafe, N VII: nucleo facial, Pi: piramides, PBv: drea
parabraquial ventral, CI: coliculo inferior, SCP: substancia cinzenta periaquedutal. Desenho
modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 22: Duracdo média das médias dos cinco episddios de imobilidade tonica (IT) antes
da cirurgia (CONT), apds a cirurgia (SHAM) e ap6s a microinje¢ao de lidocaina a 2,0% na
area PBv seguida de CCh (0,65 nmol/0,2 pl) no NMR. As barras verticais representam o EPM
(n = 8). B - Desenho esquematico de sec¢des coronais de planos representativos do tronco
encefélico de cobaias, indicando os sitios de microinjecio de CCh no NMR e de lidocaina
2,0% na area PBv de cobaias. NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial, Pi:
piramides, PBv: drea parabraquial ventral, CI: coliculo inferior, SCP: substincia cinzenta
periaquedutal. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 23: A - Duracdo média das médias dos cinco episédios de imobilidade tonica (IT)
antes da cirurgia (CONT), apés a cirurgia (SHAM) e apds a microinjec@o de lidocaina a 2,0 %
na drea PBv seguida de salina no NMR. As barras verticais representam o0 EPM (n = 7). B -
Desenho esquematico de sec¢des coronais de planos representativos do tronco encefélico de
cobaias, indicando os sitios de microinjecdo de salina no NMR e de lidocaina a 2,0% na area
PBv de cobaias. NMR: nicleo magno da rafe, N VII: nicleo facial, Pi: piramides, PBv: drea
parabraquial ventral, CI: coliculo inferior, SCP: substincia cinzenta periaquedutal. Desenho
modificado a partir do atlas de Rossner (1965).
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Figura 24: Decurso temporal da média do Indice de Vocalizagdo no periodo controle e apds
os tratamentos com salina a 0,9 % na area PBv e salina no NMR (n = 11), salina na drea PBV
e CCh (2,7 nmol/0,2 pl) no NMR (n = 11), lidocaina 2,0 % na PBv e CCh (2,7 nmol/0,2 pl)
no NMR (n = 8) e lidocaina a 2,0 % na PBv e salina no NMR (n = 8). As barras verticais
representam o EPM. L.B. (linha de base) representa o Indice de Vocalizacio no periodo
controle. O * foi considerado como p < 0,05 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 25: Registro poligrafico da amplitude (mm) de vocalizacio de um animal
representativo de cada grupo apds microinje¢cdes na drea parabraqueal ventral e no nicleo
magno da rafe de cobaias. (A) salina na PBv seguida por salina no NMR, (B) salina na PBv
seguida por CCh (2,7 nmol) no NMR, (C) lidocaina a 2,0 % na PBv seguida por CCh (2,7
nmol) no NMR e (D) lidocaina a 2,0 % na PBv seguida por salina no NMR. As barras
horizontais indicam o periodo de aplicagdo do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes intervalos
de tempo (min). A linha da base (L.B.) representa o registro de vocalizacdo antes da
microinjecdo das drogas.
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Figura 26: Desenho esquematico de seccdes coronais de planos representativos do NMR e da
drea parabraquial de cobaias, indicando os sitios de microinje¢do nos experimentos de
vocalizacdo. A — Sitios de microinjecdo de salina a 0,9 % na 4rea PBv e de salina no NMR. B
- Sitios de microinjecdo de salina na drea PBv e de CCh (2,7 nmol/0,2 pl) no NMR. C - Sitios
de microinje¢do de lidocaina a 2,0 % na PBv e de CCh (2,7 nmol/0,2 pl) no NMR. D - Sitios
de microinjecdo de lidocaina a 2,0 % na PBv e de salina no NMR. NMR: nicleo magno da
rafe, N VII: ntcleo facial, Pi: piramides, PBv: drea parabraquial ventral, CI: coliculo inferior,
SCP: substincia cinzenta periaquedutal. Desenho modificado a partir do atlas de Rossner
(1965).



65

7.4 - Experimento 4: Estudo neuroanatémico da conexao entre NMR e a area PBv.

Nesse estudo utilizamos o neurotracador bidirecional BDA com o objetivo de
verificarmos a existéncia de projecdes existentes do NMR para a PBv em cobaias. A
microinjecdo do neurotracador dextran amina biotinizada (BDA) no NMR de cobaias (Figura
27A) mostrou a existéncia de projecdes diretas para a PBv, promovendo a marcagdo de fibras
neurOnicas positivas nesta estrutura (Figura 27A, B e C). Além das fibras, observamos a
presenca de axonios apresentando botdes terminais positivos sobre neurdnios (Figura 27B-D)
da PBv, sugerindo a existéncia de sinapses axosomaticas.

A utilizacdo do neurotracador BDA possibilitou, ainda, a avaliagdo de conexdes do
NMR com outras estruturas de interesse para o presente trabalho. Assim, a microinje¢dao do
neurotracador no NMR promoveu a marcagdo de fibras, botdes terminais e corpos celulares
em todas as colunas da SCP de cobaias (Figura 28). Na Figura 28A, observamos a presenca
de neurdnios, fibras neurdnicas e botdes terminais marcados na coluna dorsomedial da SCP.
O mesmo padrdo de marcacdo (neurOnios, fibras neurdnicas e botdes terminais) foi
encontrado nas colunas dorsolateral (Figura 28B), lateral (Figuras 28C e D) e ventrolateral
(Figuras 28E e F) da SCP. Esses resultados demonstram a existéncia de uma densidade
considerdvel de conexdes reciprocas entre a SCP e o NMR. A Figura 29 (A — C) mostra a
presenca de neur6nios marcados positivamente no nucleo cuneiforme, indicando que o
mesmo se projeta para o NMR.

Além das conexdes com estruturas presentes no tronco encefalico, avaliamos, ainda, as
projecdes do NRM para a medula espinhal. A microinjecio do BDA no NRM (Figura 30A)
marcou fibras na substancia cinzenta da medula espinhal e permitiu a visualiza¢do do trato
descendente (funiculo dorsolateral; Figura 30B) por onde os neurdnios do NRM se projetam
para a medula espinhal. Nas Figuras 30C e D, observamos a presen¢a de uma densidade de

fibras neurdnicas positivas no corno ventral da medula espinhal de cobaias apds a
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microinje¢do do neurotracador BDA no NRM. Além disso, no corno dorsal, observamos a
presenca de diversas fibras neurOnicas, botdes terminais e neurdnios marcados (Figura 30E e
F), sugerindo a existéncia de conexdes reciprocas desta com o NMR. A porcao intermédia da
medula espinhal apresentou diversas fibras neurOnicas e botdes terminais positivos (Figuras
31A, B, C e D) ap6s a microinje¢cdo do neurotragador no NMR de cobaias. Além disso,
observamos a presenca de neurdnios marcados na porc¢do intermédia da medula espinhal

(Figuras 31C e D).
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Figura 27: Fotomicrografias de cortes coronais efetuados na parte cranial do bulbo (A) e na
parte caudal da ponte (B — D) de cobaia mostrando o sitio de microinje¢do da dextrana amina
biotinizada (BDA 3000) em A e a presencga de fibras neuronicas (ponta de seta preta) e botdes
terminais (ponta de seta branca) positivos sobre neurdnios (B e D) da PBv. A fotomicrografia
em D € uma ampliagcdo da 4rea delimitada em C. Ampliacdo: A barra em D corresponde a 373
umem A, 23 pmem C e 9,6 um em B e D. Contracoloragdo: Nissl.
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Figura 28: Fotomicrografias de cortes coronais efetuados no mesencéfalo (A — F) de cobaias
apo6s a microinjecdo do neurotracador dextran amina biotinizada (BDA) no NMR, mostrando
a presenca de neurdnios (setas pretas), fibras neurdnicas (pontas de setas pretas) e botdes
terminais (pontas de setas brancas) positivos nas colunas dorsomedial (A), dorsolateral (B),
lateral (C e D) e ventrolateral (E e F) da substincia cinzenta periaquedutal (SCP). A
fotomicrografia em F é uma ampliacdo da 4rea delimitada em E, que foi girada 90° no sentido
anti-horario. Ampliagdo: A barra em F corresponde a 46,6 ymem Ce D e a 23,3 um em A, B,
D e F. Me: Nicleo trigeminal mesencefélico. Contracoloragdo: Nissl.
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Figura 29: Fotomicrografias de cortes coronais efetuados no mesencéfalo (A — C) de cobaias
apos a microinjecdo do neurotracador dextran amina biotinizada (BDA) no NMR mostrando a
presenca de neur6nios (setas pretas) e fibras neurdnicas (pontas de setas pretas) positivos no
nicleo cuneiforme (A — C). A fotomicrografia em B ¢ uma ampliacio de A, e a
fotomicrografia em C é uma ampliacdo de B. Ampliagdo: A barra em C corresponde a 93,3
um em A, a 46,6 ym em B e a 23,3 um em C. Cn: Nucleo cuneiforme e vISCP: substancia
cinzenta periaquedutal ventrolateral. Contracoloracdo: Nissl.
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Figura 30: Fotomicrografias de cortes coronais efetuados na parte cranial do bulbo (A) e na
medula espinhal (B — F) de cobaia, mostrando o sitio de microinjecdo da dextrana amina
biotinizada (BDA 10.000) em A, marcagdes bilaterais do trato descendente (B, seta preta), a
presenca de neurdnios (seta preta em E), de fibras neurdnicas (pontas de setas pretas) e botdes
terminais positivos nos cornos ventral (C e D) e dorsal (E e F) da medula. Ampliagdo: A barra
em F corresponde a 373,0 pm em A e B, a 46,6 ym em C e a 23,3 um em D, E e F.
Contracoloracao: Nissl.
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Figura 31: Fotomicrografias de cortes coronais da medula espinhal (A — D) de cobaia
mostrando em A, B, C e D a presenca de corpos celulares (setas pretas), fibras neurdnicas
(pontas de setas pretas) e botdes terminais (pontas de setas brancas) positivos na substincia
cinzenta intermédia da medula espinhal. Ampliacdo: A barra em D corresponde a 46,6 um em
AeBea233umem CeD. Cc: canal central. Contracoloragdo: Nissl.
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8 - Discussdo

Os resultados do presente trabalho demonstram que microinje¢cdes de morfina (4,4
nmol/ 0,2 ul) e de bicuculina (0,4 nmol/ 0,2 pul) no NMR produziram um aumento na duragdo
dos episddios de IT e antinocicep¢do em cobaias. Por outro lado, a microinje¢cdo de muscimol
(0,5 nmol) no mesmo sitio promoveu uma redu¢do na duracdo da IT e hiperalgesia. Ambas as
respostas produzidas pela administracdo de morfina no NMR foram bloqueadas pela
microinjecdo prévia de naloxone (2,7 nmol/0,2 pl) ou muscimol (0,25 nmol) no mesmo sitio.

Virios trabalhos ja descreveram a ocorréncia de antinocicep¢do durante a emissdo de
respostas comportamentais defensivas desencadeadas por estimulos aversivos ambientais
(RODGERS; RANDALL, 1987; HARRIS, 1996; LEITE-PANISSI et al., 2001). Em alguns
desses trabalhos foi descrito que a antinocicep¢ao juntamente com os ajustes neurovegetativos
e motores fazem parte integrante da reacdo comportamental de defesa (BOLLES;
FANSELOW, 1980; HARRIS, 1996; MORGAN; WHITNEY, 2000). Assim, pode-se supor
que as estruturas do sistema nervoso central que estdo envolvidas na modulacdo das reacdes
de defesa, possivelmente também estejam envolvidas no controle de respostas nociceptivas, €
vice-versa. Nesse sentido, ja foi comprovado que diversas estruturas do SNC participam tanto
na modulagdo de respostas comportamentais defensivas como na nocicepcao. Por exemplo, a
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) tem sido implicada tanto na modulagdo das respostas
comportamentais defensivas, inclusive de IT (CARRIVE, 1993; GRAEFF, 1994;
BEHBEHANI, 1995; MONASSI; LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1999;
MONASSI; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2004), bem como, na modulacdo da sensibilidade
nociceptiva (BASBAUM; FIELDS, 1984; FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991;
BEHBEHANI, 1995). Além da SCP, outras estruturas, tais como o complexo amigdaldide,
hipotdlamo e drea parabraquial, também estdo envolvidas com a modulacdo de respostas

comportamentais de defesa e nociceptivas (MENESCAL-DE-OLIVEIRA; HOFFMANN,
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1993; DAFNY et al., 1996; OLIVEIRA; HOFFMANN; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1997;
LEITE-PANISSI; COIMBRA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2003).

Durante as respostas de IT, tem sido observada a ocorréncia de antinocicep¢ao
(RODGERS; RANDALL, 1987; LEITE-PANISSI et al., 2001). Nesse contexto, Leite-Panissi
et al. (2001) demonstraram que cobaias, apds terem sido submetidas a IT, apresentavam
hipalgesia, avaliada pelos testes algesimétricos da formalina e placa quente. Além disso, nesse
mesmo trabalho, foi demonstrado que essa hipalgesia foi bloqueada pela administracdo
periférica de naloxone, um antagonista opidide do tipo p. Isso indica que, durante a IT,
possivelmente, ocorre liberacdo de opidides enddgenos sendo estes os responsdveis pela
antinocicepc¢ao decorrente da IT.

Tanto a hipalgesia, como a modulagao da resposta de IT, parecem ser mediadas pela
ativacdo de receptores opidides. Nesse contexto, foi demonstrado por Carli, Farabollini e
Fontani (1981) que a injecdo periférica de morfina causava o aumento na duracdo dos
episddios de IT em coelhos e que a aplicacao periférica de naloxone bloqueou esse efeito. Os
referidos resultados apontam para uma possivel participacdo dos peptideos opidides
enddgenos na regulacdo da resposta de IT.

Somando-se a esses resultados, alguns trabalhos foram conduzidos com o objetivo de
se verificar a a¢do da morfina em estruturas do SNC na modula¢do da resposta de IT.
Monassi, Leite-Panissi e Menescal-de-Oliveira (1999) demonstraram que a microinjecio de
morfina na SCP-ventrolateral aumentou a duragcdo da resposta defensiva de IT; resposta essa,
que foi bloqueada pela administra¢do prévia da naloxone no mesmo sitio. Isto indica que a
acdo da morfina na SCP durante respostas de IT é provavelmente mediada pela ativagdo de
receptores opioidérgicos do tipo 1. Resultados diferentes aos da SCP foram encontrados apds
a microinjecdo de morfina no nucleo central da amigdala. Nesse nucleo, a aplicacdo de

morfina reduziu a duracdo da resposta de IT; resposta essa bloqueada pela administracao
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prévia de naloxone (LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2002). Esses resultados
demonstram que os opidides, agindo principalmente em receptores do tipo p, sdo importantes
na modulagdo da resposta defensiva de IT, sendo que, dependendo da estrutura em questao, os
opidides podem ter acdo facilitatéria ou inibitdria na regulacdo dessa resposta defensiva.

De acordo com o0s nossos resultados, a microinjecdo de morfina no NMR promoveu
um aumento na duragdo dos episédios de IT, indicando uma influéncia facilitatéria dos
agonistas opidides na modulacio da IT no NMR. Essa resposta foi bloqueada pela
administracdo prévia de naloxone, sugerindo, assim, uma participacdo de receptores do tipo
p-opidides na modulagdo da resposta comportamental de IT. Contudo, a microinje¢ao de
naloxone isoladamente no NMR ndo alterou a duracdo da resposta de IT, sugerindo a
inexisténcia de uma atividade opioidérgica tonica nesse nicleo. Corroborando os nossos
achados, estudos realizados em “slices” do NMR de ratos e cobaias demonstraram que a acao
opioidérgica nesses neurdnios ocorre por meio da ativagao de receptores opidides do tipo u
(PAN; WILLIAMS; OSBORNE, 1990).

Os resultados comportamentais encontrados em nosso trabalho apds a estimulagdo
opidide do NMR assemelham-se aos observados apds a microinjecdo de morfina na SCP
ventrolateral (MONASSI; LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1999). Sabe-se
que a SCP e o NMR fazem parte de um mesmo sistema descendente endégeno de controle
nociceptivo (BASBAUM; FIELDS, 1984; FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). Além
disso, hd uma estreita relacdo funcional entre estas duas estruturas, ja que a SCP envia densa
projecdo para o NMR (BASBAUM; FIELDS, 1984). Assim, o NMR ¢ a principal estagdo relé
para as respostas antinociceptivas decorrentes da estimulacio da SCP (BEHBEHANI;
FIELDS, 1979; BASBAUM; FIELDS, 1984; GUIMARAES; PRADO, 1999). Estas
evidéncias reforcam a estreita relacdo funcional existente entre a SCP e o NMR com relagdo a

modulagdo das respostas nociceptivas. No que diz respeito a resposta de IT, foi demonstrado
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que a microinje¢cdo de morfina ou bicuculina na por¢do ventrolateral da SCP produziu um
aumento na duracdo da resposta de IT (MONASSI; LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-
OLIVEIRA, 1999). Pan e Fields (1996) demonstraram que a ativacdo de neurdnios da SCP
ventrolateral por meio da microinjecdo de morfina ou bicuculina causou a liberacdo de
peptideos opidides no RVM de ratos.

Tendo em vista que a SCP participa na modulagao da resposta defensiva de IT e que o
NMR € uma importante estacdo relé para as respostas antinociceptivas mediadas pela SCP,
podemos aventar a hipétese de que além de respostas antinociceptivas o NMR possa também
participar na modulagdo das respostas comportamentais de IT mediadas pela SCP
ventrolateral. Desta forma, durante a execucdo da resposta comportamental de IT, a ativacdo
de neurdnios da SCP ventrolateral, que se projetam para o NMR, promoveria uma liberacao
de peptideos opidides no NMR contribuindo para a ocorréncia da IT. A por¢cdo ventrolateral
da SCP € uma das principais origens de aferéncias que chegam ao NMR (HERMANN et al.,
1997). Além disso, a microinje¢ao do neurotracador bidirecional BDA no NMR mostrou a
presenca de neurdnios, fibras neurdnicas e botdes terminais na SCP ventrolateral, indicando a
existéncia de conexdes reciprocas entre a SCP ventrolateral e o NMR. Porém, apesar da
existéncia de diversas evidéncias neuroanatdmicas e fisioldgicas que suportam tal hipdtese,
em nenhum dos trabalhos foi avaliado especificamente a participagdo conjunta dessas
estruturas em modelos de comportamento defensivo. Dessa forma, para podermos confirmar
tal suposicdo, experimentos devem ser realizados, relacionando as respostas comportamentais
de IT mediadas pela microinje¢do de morfina ou bicuculina na SCP ventrolateral antes e apos
o bloqueio do NMR.

Da mesma maneira que a morfina, a microinjecio de bicuculina (antagonista
GABAérgico) no NMR produziu um aumento na duragdo da resposta de IT, indicando, assim,

que a neurotransmissdo GABAérgica do NMR tem um papel inibitério no desencadeamento
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desta resposta. Tendo em vista que a bicuculina é um antagonista de receptores GABA,, a
alteracdo comportamental observada em nossos experimentos apds a microinjecao da mesma,
pode ser decorrente da inibicdo de uma provavel atividade GABAérgica tonica no NMR.

O papel inibitério que a neurotransmissdo GABAérgica exerce para a resposta de IT
também ficou evidente quando testamos o efeito da microinje¢do do agonista GABAérgico
muscimol (0,50 nmol) no NMR. Nesse grupo, a administracdo do muscimol no NMR
promoveu a reduc¢do na duragdo da resposta de IT. Além disso, foi demonstrado que a
microinje¢do de uma dose de muscimol (0,25 nmol) sem efeito “per se” foi capaz de bloquear
o aumento na duracdo da resposta de IT mediado pela morfina no NMR. Esse resultado
demonstra uma possivel relacdo entre circuitos opioidérgicos e GABAérgicos do NMR na
modulacao da IT.

Trabalhos anteriores ja apontavam para participacdo de circuitos GABAérgicos na
modulacdo de respostas comportamentais defensivas em estruturas situadas principalmente no
tronco encefilico (GRAEFF, 1994; MONASSI; LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-
OLIVEIRA, 1999). No que diz respeito as respostas defensivas de IT, Monassi, Leite-Panissi
e Menescal-de-Oliveira (1999) demonstraram que a microinjecdo de bicuculina na por¢ao
ventrolateral da SCP causou um aumento na duragdo da IT, enquanto que o muscimol injetado
no mesmo sitio produziu efeito inverso. Contudo, o papel da neurotransmissdo GABAérgica
na modulacdo da resposta de IT parece estar relacionado com a estrutura do SNC onde esse
neurotransmissor ird atuar. Assim, foi observado que a microinjecao de bicuculina no nicleo
central da amigdala promoveu uma redu¢do na durag@o da resposta de IT (LEITE-PANISSI;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2002).

No presente trabalho, tanto a microinje¢cdo de morfina como de bicuculina no NMR
promoveram um aumento na duragdo da IT. Sabe-se que a acdo dos opidides em neurdnios do

NMR ¢€ preponderantemente inibitéria (PAN; WILLIAMS; OSBORNE, 1990) e que as
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modificagdes comportamentais causadas pela bicuculina dependeram da inibicdo de uma
atividade tonica GABAérgica no NMR. Assim, € provavel que o aumento na duracdo da IT
observado apds a microinje¢do de morfina no NMR ocorra de maneira indireta por meio da
inibicdo de interneuronios GABAérgicos tonicamente ativos e conseqiiente liberagao de
neurdnios efetores (Figura 32). Além disso, foi demonstrado por meio de técnicas de
imunofluorescéncia a presenca de receptores p-opidides em neurénios GABAérgicos do

RVM de ratos (KALYUZHNY; WESSENDOREF, 1998).
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Figura 32: Desenho esquemaético do possivel circuito opioidérgico-GABAérgico presente no
NMR responsdvel pela modulacio das respostas de IT e nociceptiva.

A existéncia de um circuito inibitério tonicamente ativo modulando a resposta de IT é
biologicamente importante, visto que a presenca deste circuito inibitério impede que a
resposta de IT, que se caracteriza por apresentar uma inibi¢do motora intensa, possa ocorrer
em momentos inapropriados. Assim, apenas em situacdes comportamentais muito especificas,

como durante o confronto presa/predador onde ha o contato fisico, € que a presa emitird a
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resposta de IT. Nessa circunstancia, entdo, provavelmente, ocorreria uma liberacdo de
peptideos opidides no NMR, os quais promoveriam a inibicdo da atividade GABAérgica
tonica, propiciando, assim, as condi¢cdes necessdrias para a manutengdo da resposta defensiva
de IT.

Monassi, Leite-Panissi e Menescal-de-Oliveira (1999) demonstraram a existéncia de
um circuito semelhante envolvendo opidides ¢ GABA na SCP ventrolateral modulando
respostas comportamentais de IT. Além disso, Basbaum e Fields (1984) e Fields Heinricher e
Mason (1991) ja haviam descrito a existéncia desse circuito na SCP e no NMR,
respectivamente, porém a sua atividade havia sido relacionada a modulagdo apenas de
respostas nociceptivas.

Apesar do NMR ter prioritariamente sua funcdo relacionada a modulacdo da
sensibilidade nociceptiva, alguns trabalhos demonstraram que essa estrutura também esta
envolvida na modulagdo de respostas comportamentais outras, que ndo apenas nociceptivas
(OLESON; KIRKPATRICK; GOODMAN, 1980; PRADO; ROBERTS, 1985; PRADO;
ROBERTS, 1985; HIRAKAWA et al., 2000; MORGAN; WHITNEY, 2000; MASON, 2001).
Com relacdo ao envolvimento do NMR nas repostas comportamentais defensivas, Oleson,
Kirkpatrick e Goodman (1980) verificaram que a estimulacdo elétrica do NMR de macacos
(Macaca mulatta) produziu agitacdo geral, contracdes faciais, tremores de membros e
posturas agressivas de ameaca. Além disso, respostas aversivas de fuga e antinocicep¢ao
também foram observadas apds a estimulacdo elétrica do NMR de ratos (PRADO;
ROBERTS, 1985).

Morgan e Whitney (2000) verificaram, apds a microinje¢cdo de morfina ou kainato no
RVM de ratos, a ocorréncia de imobilidade associada a antinocicep¢do avaliadas pelo teste de
campo aberto e placa quente, respectivamente. Com base nesses resultados, os autores

concluiram que neurdnios presentes no RVM participam na produ¢cdo de uma resposta
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comportamental integrada que tem a antinocicepcdo como um de seus componentes. Os
resultados de Morgan e Whitney (2000) demonstram, assim, que a morfina, quando
microinjetada no RVM, tem uma ac¢ao facilitatéria para respostas onde prevaleca a inibi¢ao da
atividade motora.

Corroborando o trabalho de Morgan e Whitney (2000), os nossos resultados
demonstraram uma acdo facilitatéria da morfina para a resposta de IT. Sabe-se que na
vigéncia da IT existe uma inibi¢do da atividade motora, a qual impede a emissao do reflexo de
endireitamento, permitindo que o animal permaneca em acinesia. Contudo, para que tal
resposta ocorra, € necessario que projecoes descendentes para motoneurénios do corno ventral
da medula espinhal sejam ativadas. Assim, os nossos resultados demonstraram que a
microinje¢do de neurotracador bidirecional BDA no NMR marcou positivamente fibras
neurdnicas e botdes terminais no corno ventral da medula espinhal de cobaias, sugerindo a
existéncia de projecdes diretas, terminando em sinapses, do NMR para neurénios do corno
ventral da medula espinhal (Figura 30A e B). A observacdo desta conexdo entre o NMR e o
corno ventral da medula espinhal de cobaias fornece um substrato neuroanatdmico para uma
possivel modulacdo do NMR sobre 0os motoneurdnios envolvidos com a expressdo motora da
resposta de IT. Corroborando nossos achados, alguns trabalhos demonstraram que neurdnios
do RVM se projetam para o corno ventral da medula espinhal ou para areas do tronco
encefélico relacionadas com o processamento motor (MASSON, JR.; SPARKES; RITZ,
1991; MILEYKOVSKIY; KIYASHCHENKO; SIEGEL, 2002). Adicionalmente, Foo e
Mason (2005) sugeriram que neur6nios do RVM modulam a atividade de neurdnios da
medula espinhal durante a atividade motora fésica.

Diferente da morfina, a microinjecdo de carbacol (agonista colinérgico) no NMR
causou a redu¢do da duracdo da resposta defensiva de IT em cobaias (SILVA; MENESCAL-

DE-OLIVEIRA, 2006), indicando uma ac¢do inibitéria da neurotransmissdo colinérgica no
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NMR para esta resposta defensiva. Apesar do carbacol produzir uma resposta oposta a
observada com a morfina no presente trabalho, provavelmente essa diferenca é decorrente da
ativacao de receptores distintos (colinérgicos e opioidérgicos) no mesmo sitio. Isto indica que
o NMR possui substrato neural para produzir tanto facilitagdo como inibi¢ao da resposta
defensiva de IT.

Nesse sentido, Hirakawa et al. (2000) demonstraram que a manipulacdio do RVM foi
capaz de produzir mudancgas bidirecionais no estado comportamental afetivo de ratos, quando
testados no modelo de condicionamento ao lugar. Nesse teste € aceito que, se o rato evitar ou
preferir um dado ambiente associado a uma determinada manipulacdo (injecao de drogas)
reflete diretamente propriedades aversivas ou de recompensa dessa manipulagdo. Assim, os
autores verificaram que microinjecdes simultaneas no RVM de um agonista alfa;-adrenérgico
(50,0 pg) e de um agonista opidide do tipo kapa (0,178 ng), fez com que os ratos evitassem o
ambiente que havia sido pareado com a microinje¢ao dessas drogas (aversdo), enquanto que
apenas a microinje¢do do agonista alfa;-adrenérgico em dose mais baixa (12,5 pg) fez com
que os ratos permanecessem mais tempo no ambiente que foi pareado com a microinje¢do do
alfa;-adrenérgico (recompensa). Com base nesses resultados, os autores concluiram que o
RVM ¢ capaz de modificar respostas comportamentais influenciando bi-direcionalmente o
estado afetivo do individuo.

Além disso, estudos demonstraram que a funcdo do NMR na modulacdo nociceptiva
também pode ser regulada de modo bidirecional, podendo o NMR exercer um efeito tanto
facilitatério (pré-nocicep¢do) como inibitério (antinocicep¢do) (FIELDS; HEINRICHER;
MASON, 1991; MASON, 1991; ZHUO; GEBHART, 1997; ZHUO; SENGUPTA;
GEBHART, 2002). Essas respostas facilitatorias ou inibitdrias foram atribuidas a participagdao
de diferentes tipos celulares presentes no NMR, sendo que as células classificadas como ON

teriam acdo pro-nociceptiva e as do tipo OFF ac¢do antinociceptiva. Isso aponta para a
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existéncia no NMR de um substrato neural que permite a ocorréncia de uma modulacdo
bidirecional evidenciada pela pr6-nocicep¢ao ou antinocicepgao.

Atualmente, diversos trabalhos tém demonstrado que essas células possuem sua
atividade relacionada a modulacdo de outras respostas que nao apenas nociceptivas (LEUNG;
MASON, 1999; FOO; MASON, 2003; FOO; MASON, 2005). Em um trabalho recente, Foo e
Mason (2003) testaram a relacdo entre a atividade das células ON e OFF do NMR com
respostas motoras evocadas por um estimulo nocivo. Os autores verificaram que o aumento na
atividade das células ON e a redugdo na atividade das células OFF estavam associados com
uma facilitacdo motora. Dessa forma, os autores sugeriram que essas respostas poderiam
contribuir aumentando a reac¢ao do individuo a insultos repetidos ou sustentados, como os que
ocorrem durante um confronto presa-predador, conferindo a essas células quando ativadas
uma importante fungdo protetora.

No presente trabalho, verificamos que a microinje¢do de muscimol no NMR
promoveu uma reducdo na duragdo da IT em cobaias. Como os “inputs” GABAérgicos sao
responsaveis pela pausa na atividade das células OFF nesse nucleo (FIELDS; HEINRICHER;
MASON, 1991; HEINRICHER; HAWS; FIELDS, 1991), provavelmente a reducdo da IT
pelo muscimol ocorreu devido a uma inibicdo na atividade das células OFF, causando o
aumento na atividade motora do animal e interferindo na resposta comportamental de IT.
Tendo em vista que a reducdo na atividade das células OFF tem como conseqiiéncia uma
elevacdo da atividade motora, € possivel que um aumento na atividade dessas células tenha
efeito contrario, ou seja, cause uma redu¢do na atividade motora. Isso explicaria os resultados
comportamentais observados no presente trabalho apds a microinjecio de morfina e
bicuculina, ja que a microinjecdo de opidides no RVM promove o aumento na atividade das
células OFF (FIELDS et al, 1983; HEINRICHER; MORGAN; FIELDS, 1992;

HEINRICHER et al., 1994).
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Com relagdo as respostas nociceptivas, os nossos resultados indicam que a
microinje¢do de morfina no NMR produziu antinocicep¢do, quando avaliada pelo teste de
vocalizagdo. Naturalmente, alguns trabalhos utilizando diferentes testes nociceptivos e
animais experimentais demonstraram que a microinjecio de morfina no NMR € capaz de
produzir antinocicep¢do (JONES; GEBHART, 1988; ROSSI; PASTERNAK; BODNAR,
1993). Apesar desses estudos ja terem avaliado a participacio do NMR na modulacido de
respostas nociceptivas, nenhum deles utilizou como método de avaliacdo algesimétrico o teste
de vocalizacdo e nem cobaias como animal experimental. A resposta de vocalizacdo
provocada pela aplicacio de um estimulo nocivo periférico denota a participacdo de
componentes afetivo-motivacionais da sensacdo dolorosa e dependem preponderantemente da
ativacdo de estruturas supra-espinhais e do sistema limbico, o que torna esse teste diferente
dos demais como o da placa quente e o de retirada de cauda.

Provavelmente, a antinocicep¢ao observada em nossos resultados apds a microinjecao
de morfina no NMR, pode ser decorrente da ativacdo de neurOnios rafe-espinhais, os quais
enviam projecdes via funiculo dorso-lateral para o corno dorsal da medula espinhal (FIELDS
et al., 1977), promovendo uma hiperpolarizacao dos neurdnios de segunda ordem ali presentes
e impedindo a propagacdo do impulso nocivo (BASBAUM; FIELDS, 1984). Reforcando essa
hipdtese, os nossos resultados obtidos com a utilizacdo da técnica de tracamento neuronial
evidenciaram a presenca de fibras neurdnicas e botdes terminais positivamente marcados no
corno dorsal da medula espinhal apds a microinje¢dao de BDA no NMR (Figura 30C e D).

Possivelmente, o efeito antinociceptivo observado no presente trabalho seja decorrente
da ativacdo destas projecdes rafe espinhais com origem nas células do tipo OFF, pois como
foi descrito, a microinjecio de morfina no RVM promove a ativacdo das células OFF e,
conseqiientemente, induz antinocicep¢do (FIELDS et al., 1983b; HEINRICHER et al., 1994;

FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). Além disso, estudos de microestimulagdo
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antidromica demonstraram que as células do tipo OFF se projetam via funiculo dorsolateral
para medula espinhal, principalmente para o corno dorsal (FIELDS; MALICK; BURSTEIN,
1995). Como a acdo da morfina em receptores opidides € principalmente inibitéria (PAN;
WILLIAMS; OSBORNE, 1990), a ativacao das células OFF observada apds a microinje¢ao
de morfina no NMR ocorre por meio da inibi¢cdo de interneurdnios inibitérios tonicamente
ativos, que estariam hiperpolarizando as células OFF (FIELDS; HEINRICHER; MASON,
1991). Dados da literatura indicam que, provavelmente, esses interneuronios inibitérios sao
do tipo GABAérgico (HEINRICHER; CHENG; FIELDS, 1987; HEINRICHER et al., 1994;
PAN; FIELDS, 1996) e a sua inibi¢do libera circuitos neurais que desencadeiam a
antinocicepcao.

No presente trabalho, a microinjecdo de bicuculina na concentragao de 0,2 nmol/ 0,2
pul no NMR causou a reducdo da resposta de vocalizagdo durante a aplicacdao de estimulo
nocivo em cobaias, apenas na primeira medida realizada aos cinco minutos apds a
microinje¢do, ocorrendo o retorno da resposta de vocalizacdo a valores proximos ao do
controle, nos intervalos subseqiientes (15, 30, 45 e 60 minutos). Porém, em outro grupo de
animais, a microinjecdo de uma concentra¢do maior de bicuculina (0,4 nmol/ 0,2 ul) provocou
uma antinocicep¢do que persistiu por todo o periodo experimental (60 min). Esses resultados
reforcam a hipétese de que a inibi¢do da atividade GABAérgica no NMR seria responsdvel
pela desinibi¢do de redes neurais envolvidas na ativacdo da via do sistema antinociceptivo
descendente enddgeno.

Trabalhos anteriores haviam demonstrado, também, a acdo antinociceptiva da
bicuculina quando microinjetada no NMR de ratos (DROWER; HAMMOND, 1988;
GILBERT; FRANKLIN, 2001). Nesse contexto, foi observado que a microinjecdo de
bicuculina na dose de 0,1 pug no NMR produziu antinocicepg¢do caracterizada por um aumento

na laténcia no teste de retirada de cauda, embora essa mesma dose fosse incapaz de produzir
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antinocicepc¢do nos testes de placa quente e pincamento (DROWER; HAMMOND, 1988).
Isso demonstra que a observagdo dos efeitos antinociceptivos da bicuculina podem depender
do teste nociceptivo utilizado e do nivel de modulagdo do mesmo. Além disso, a
antinocicep¢ao causada pela microinje¢do de bicuculina no RVM demonstrou ser também
dependente da intensidade do estimulo aplicado (GILBERT; FRANKLIN, 2001). Desta
forma, a microinje¢ao de bicuculina foi mais eficiente na produ¢ao de antinocicepcao no teste
de formalina quando concentra¢des maiores de formalina foram utilizadas.

Além disso, verificamos que a microinjecdo do muscimol produziu um aumento na
resposta de vocalizacdo, possivelmente pelo aumento na atividade inibitéria GABAérgica
sobre os neurdnios de projecdo e, consequentemente, promovendo uma hiperalgesia
evidenciada pelo aumento da vocalizacdo. Nesse sentido, Drower e Hammond (1988)
verificaram que a microinje¢ao do agonista de receptores GABAA no RVM de ratos produziu
hiperalgesia avaliada nos testes de pincamento e de retirada de cauda. Essa hiperalgesia
também poderia justificar a reducdo na duragdo da resposta de IT observada em nosso
trabalho.

A administracdo do muscimol na concentracdo de 0,25 nmol no NMR néo alterou “per
se” a resposta de vocaliza¢do. Entretanto, essa mesma dose de muscimol microinjetada
previamente a morfina no NMR foi capaz de inibir a acdo antinociceptiva produzida pela
mesma. Essa inibi¢do perdurou apenas nos primeiros trinta minutos do experimento, o que
provavelmente ocorreu devido a mais rdpida metabolizacdo do muscimol em relagdo a
morfina. De fato, como observamos em nossos resultados, a antinocicepcao produzida pela
morfina permaneceu por todo o periodo experimental (60 min), enquanto que a hiperalgesia
causada pelo muscimol na dose maior retornou a niveis proximos ao controle aos quarenta e

cinco minutos do inicio do experimento.
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Os nossos resultados corroboram a proposta de Fields, Heinricher e Mason (1991)
para a modulagao de resposta nociceptiva pelo NMR, onde os opidides atuariam inibindo
interneurdnios GABAérgicos tonicamente ativos, desinibindo as células OFF e,
conseqiientemente, ativando o sistema descendente antinociceptivo enddgeno produzindo
analgesia, enquanto que a facilitacdo na atividade GABA¢érgica aumentaria a inibi¢ao sobre as
células OFF e produziria pré-nocicepgao.

Os outros experimentos realizados em nosso trabalho tiveram por objetivo verificar se
as respostas comportamentais e nociceptivas decorrentes da estimulacao colinérgica do NMR
dependiam de projecdes deste para o nucleo parabraquial ventral. Inicialmente, os nossos
resultados demonstraram que a microinje¢do de CCh no NMR produziu antinocicep¢do e uma
redugdo na duracdo da resposta de IT. Entretanto, a microinje¢ao prévia de lidocaina na drea
PBv bloqueou ambas as respostas (antinocicep¢ao e reducao na duracao da IT) mediadas pela
estimulagdo colinérgica do NMR.

No que concerne a origem das proje¢des colinérgicas para o NMR, Behbehani e
Zemlan (1986) desmonstraram a presenca de projecdes excitatérias do nucleo cuneiforme
para o NMR. Além disso, neste mesmo tabalho foi demonstrado que a microinje¢do
iontoforética de escopolamina no NMR bloqueou o efeito da estimulagdo do nucleo
cuneiforme, sugerindo que as projecdes colinérgicas possuem uma importante fun¢cdo no
efeito do nucleo cuneiforme sobre o NRM. Corroborando a possibilidade do ntcleo
cuneiforme ser uma das origens de projecdes colinérgicas que alcancam o NRM, a
microinjecdo de BDA no NMR marcou corpos celulares do nicleo cuneiforme.

Estudos anteriores, inclusive do nosso laboratério, apontavam para um efeito
antinociceptivo da estimulagdo colinérgica do NMR (BRODIE; PROUDFIT, 1986; NUSEIR;

HEIDENREICH; PROUDFIT, 1999; SILVA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2006). Contudo,

evidéncias neuroanatdmicas e farmacoldgicas t€ém sugerido que a antinocicep¢do produzida
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pela estimulagdo colinérgica de neurénios do NMR € mediada, em parte, por projecdes para
neurdnios noradrenérgicos presentes na area PBv, os quais se projetam para o corno dorsal da
medula espinhal (BRODIE; PROUDFIT, 1986; NUSEIR; HEIDENREICH; PROUDFIT,
1999). Os resultados encontrados no presente trabalho referentes a resposta nociceptiva
apdiam esta sugestdo, pois a inativagdo funcional da PBv pela lidocaina bloqueou o efeito
antinociceptivo do CCh no NMR. Isto indica que a drea PBv € provavelmente uma importante
estacdo relé para essas respostas antinociceptivas mediadas pela estimulacdo colinérgica do
NMR. Assim, corroborando os nossos resultados, Nuseir, Heidenreich e Proudfit (1999)
verificaram que o grupo celular catecolaminérgico A7 mediava as respostas antinociceptivas
produzidas pela microinjecdo de agonistas colinérgicos no bulbo ventromedial (RVM). Pela
observacao dos pontos de microinjecdo nesse trabalho (NUSEIR; HEIDENREICH;
PROUDFIT, 1999) verificamos que os sitios das microinje¢des localizaram-se em regides
equivalentes as do nosso trabalho.

Com base em evidéncias anatOmicas, verificamos, ainda, que as proje¢des da PBv
trafegam pelo funiculo dorsolateral e alcancam o corno dorsal (laminas I — IV) da medula
espinhal (CLARK; PROUDFIT, 1991b). Além disso, Hodge, Apkarian e Stevens (1986)
verificaram que a estimulacdo elétrica do nucleo Kolliker-Fuse promoveu a inibi¢do das
respostas de células do corno dorsal a estimulos nocivos. Assim, devido a existéncia de
projecdes da PBv para o corno dorsal da medula espinhal (CLARK; PROUDFIT, 1991a) é
provavel que esta estrutura esteja envolvida na modulacao das respostas nociceptivas. Alguns
trabalhos tém demonstrado a participagdo dessa regido na producdo da antinocicep¢ao
(YEOMANS; PROUDFIT, 1992; YEOMANS et al., 1992).

Além do efeito antinociceptivo, a estimulacdo colinérgica do NMR também
promoveu uma redu¢do na duragdo da resposta de IT, sugerindo uma possivel participagdo

dessa estrutura na modulagdo da IT. Esses achados estdo de acordo com os resultados recentes
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do nosso laboratorio, os quais demonstraram uma reducao na duracdo da resposta de IT apds a
estimulagdo colinérgica do NMR (SILVA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2006). Contudo, no
presente trabalho verificamos, ainda, se a conexao entre o NMR e a drea PBv poderia ser
importante para a reducdo na duracdo da IT mediada pela estimulacdo colinérgica do NMR.
Desta maneira, a inativagao funcional da drea PBv com lidocaina inibiu a reducdo na duracao
da IT causada pela microinje¢do de CCh no NMR. Esse resultado sugere que, além das
respostas antinociceptivas, a area PBv também € uma possivel estagdo relé para as respostas
comportamentais mediadas pela estimulagao colinérgica do NMR.

Sabe-se que respostas comportamentais, como a IT, apresentam um componente motor
muito evidente e t€m sua modulacdo espinhal localizada principalmente em regides do corno
ventral da medula espinhal. Neste sentido, alguns estudos demonstraram proje¢des da regido
A7 para motoneuronios do corno ventral da medula espinhal (LYONS; GRZANNA, 1988;
LYONS; FRITSCHY; GRZANNA, 1989). Além disso, a regido A7 é formada por neuronios
noradrenérgicos, e foi demonstrado que a aplicacao iontoforética de noradrenalina na medula
espinhal de ratos produziu um efeito facilitatério na excitabilidade dos motoneur6nios
(WHITE; NEUMAN, 1980). Assim, é possivel que a reducdo na duracdo da resposta de IT
mediado pela estimulacio colinérgica do NMR ocorra por meio de projecdes para neurdnios
noradrenérgicos da PBv, os quais se projetam para o corno ventral da medula espinhal.

A microinjecdo de lidocaina na PBv, seguida de salina no NMR, nio alterou a resposta
comportamental de IT nem a nocicep¢do, sugerindo que a PBv ndo apresenta uma atividade
basal tonica responsdvel pela modulacdo dessas respostas. Contudo, a sua ativagdo
demonstrou ser importante para redu¢do da duracdo da IT e antinocicep¢do mediadas pela
estimulagdo colinérgica do NMR. E interessante observar que a microinjecio de CCh na PBv
também diminui a duracio dos episédios de IT em cobaias (MENESCAL-DE-OLIVEIRA et

al., 1994).
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Finalmente, corroborando os nossos dados funcionais e fornecendo evidéncias
neuroanatdmicas para os mesmos, a microinjecdo do neurotracador bidirecional BDA no
NMR demonstrou a presenca de densas projecdes bilaterais para a PBv. Além disso, diversas
fibras neurdnicas e botdes terminais positivos sobre neurdnios e interneurdnios da PBv foram
observados, sugerindo a existéncia de sinapses. A presenca de sinapses do NMR com a PBv
reforca a hipdtese desta estrutura ser uma importante estacao relé para algumas das respostas
mediadas pela estimulacdo colinérgica do NMR. Sugere, ainda, que o bloqueio das respostas
de reducdo da IT e antinociceptivas se devem a inibicdo de neurdnios da PBv e ndo a um
possivel bloqueio de fibras de passagens.

Alguns estudos utilizando neurotracadores demonstraram proje¢des do NMR para o
grupo celular A7 de ratos (CLARK; PROUDFIT, 1991; HOLDEN; PROUDFIT, 1998). A
injecdo do tracador anterégrado Phaseolus vulgaris-leucoaglutinina no NMR promoveu uma
densa marcacdo de terminais na regido A7 (CLARK; PROUDFIT, 1991). Nesse mesmo
estudo a inje¢cdo de um tracador retrogrado, o Fluoro-Gold, na regido A7 produziu uma
marcacao em corpos neuroniais do NMR (CLARK; PROUDFIT, 1991). Além disso, estudos
de Holden e Proudfit (1998), utilizando tracadores retrégrados e anterégrados, demonstraram
a presenca de neur6nios do NMR que se projetavam para a regido A7 pontina de ratos. A
existéncia dessa intensa conexdo entre o0 NMR e a PBv (regido A7) sempre foi atribuida a
existéncia de uma via NMR-PBv que estaria envolvida com a modulacdo de respostas
nociceptivas (HOLDEN; PROUDFIT, 1998; NUSEIR; HEIDENREICH; PROUDFIT, 1999).
Contudo, no presente trabalho, demonstramos que, além da modulagdo de respostas
nociceptivas, a via NMR-PBv, possivelmente, pode estar envolvida na modulag¢do da redugdo
da duracdo resposta defensiva de IT mediada pela estimulacdo colinérgica do NMR de

cobaias (Figura 33).
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ReduciiodaIT e
Antinocicepcio

Figura 33: Desenho esquematico com base nos dados funcionais da possivel via NMR-PBv
envolvida na reducdo da duragdo das respostas de IT e antinociceptiva mediadas pela
estimulacdo colinérgica do NMR.

Em suma, nossos resultados demonstram que a ativagdo de receptores opidides pela
morfina no NMR produziu uma ag¢ao facilitatéria na modulacdo da resposta de IT, enquanto
que a neurotransmissio GABAérgica atua inibindo essa resposta. Além disso, a a¢dao dos
opidides provavelmente ocorre por meio da inibicdo de interneurdnios GABAérgicos
tonicamente ativos. As alteracdes comportamentais observadas em nossos resultados
fornecem um indicativo de que o NMR modula tanto respostas comportamentais quanto
nociceptivas e que a existéncia de diferentes tipos celulares nessa estrutura fornece um
substrato neural que permite um controle bi-direcional dessas respostas. Nesse sentido,
possivelmente, as células ON t€m uma agdo pré-nociceptiva e inibitdria para a resposta de IT,
enquanto que as células OFF possuem acgdo facilitatéria para a resposta de IT e
antinociceptiva. Além disso, verificamos que a antinocicepcao e a reducdo na resposta de IT

mediados pela estimulac@o colinérgica do NMR dependem da conexdo do NMR com a drea
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PBv, pois a inativa¢ao funcional desta dltima inibiu o efeito antinociceptivo e comportamental
da estimulagdo colinérgica do NMR. Estes dados foram corroborados pelos estudos com

tracejamento neuronial que evidenciaram proje¢des do NMR para a drea PBv.
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9 - Conclusoes

A microinje¢cdo de morfina no nicleo magno da rafe promoveu um aumento na
duracdo da imobilidade tonica e antinocicep¢do. Estas respostas foram bloqueadas pela
administracdo prévia de naloxone. Isto indica uma participagdo de receptores opidides do

nicleo magno da rafe na modulagdos dessas respostas.

A microinjecdo de bicuculina produziu um aumento na duragdo da imobilidade tonica
e antinocicepg¢do, indicando que essas respostas estdo sob uma inibicio GABAérgica tOnica

no nicleo magno da rafe.

O efeito da estimulacio opioidérgica do niicleo magno da rafe ¢ mediado por meio de
uma inibicdo de interneurdnios GABAérgicos tonicamente ativos, visto que o efeito da
microinjecdo de morfina foi bloqueado pela administragdo muscimol numa dose sem efeito

“per se”.

Corroborando resultados prévios, a estimulacdo colinérgica do nicleo magno da rafe

promoveu uma antinocicep¢ao e reducdo na duracdo da imobilidade tonica.

A antinocicepg¢do e a reducdo da IT causadas pela da estimulag@o colinérgica do NMR
dependem de projecdes diretas do nicleo magno da rafe para a drea parabraquial ventral, que
foram comprovadas pela inativacdo funcional da area parabraquial ventral e posteriormente

pelo neurotracamento.
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11 - Apéndices

Tabelas

Tabela — 1: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes
animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtrgico (SHAM) e apds a microinjecdo

de salina 0,9 % (SAL) no NMR.

Duracao da IT (seg)
Animal CONT SHAM SAL

3853 367,01 6110
169,1 804 594
160,0 4394 877
4242 1319 939
327,6 5456 4946
432 522 40,0
1196 1026 38,0
Média  232,7 2456 2035

DP 1455 2002 2419
EPM 550 757 914

N U A W =

Tabela — 2: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes
animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de 2,2 nmol de morfina (MS 2,2 nmol) no NMR.

Duracao da IT (s)
Animal CONT SHAM MS 2,2 nmol
1 81,6 82,8 256,4
2 78,6 121,2 48,4
3 209,0 383.,0 220,7
4 823.9 262,8 46,0
5 168,8 90,6 127,0
6 114,8 77,6 25,6
7 96,6 199,2 703,8
8 4074 411,6 57,0
Média  247,6 203,6 185,6
DP 256,9 135,8 226,4

EPM 90,8 48,0 80,0
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Tabela — 3: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes
animais durante os episddios controle (CONT), pods-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de 4,4 nmol de morfina (MS 4,4 nmol) no NMR.

Duracao da IT (seg)

Animal CONT SHAM MS 4,4 nmol
1 66,2 66,2 148,6
2 58,2 139,0 250,0
3 49,2 433,4 631,2
4 401,0 178,6 3154
5 3242  541,8 889.,8
6 349,8 2274 429,8
7 272,0  430,7 171,2
8 73,8 71,6 428,6
9 166,6 168.,4 552.,8
10 73,2 233,2 500,0
Média 1834  249,0 431,7
DP 139,3 163,9 226,9
EPM 44,0 51,8 71,8

Tabela — 4: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes
animais durante os episddios controle (CONT), apds a microinjecao de 4,4 nmol de morfina

(MS 4,4 nmol) e ap6s a microinje¢ao de naloxone seguido de morfina (NAL + MS) no NMR.

Duracao da IT
Animal CONT MS 4,4 nmol NAL+MS
1 48,5 500,0 500,0
2 454 234,0 71,8
3 401,6 777,6 12,8
4 90,2 123,0 124,8
5 59,0 936,8 308.,4
6 319,2 130,6 92,8
7 211,2 227,0 334,8
8 51,8 250,0 151,0
9 119,8 245,8 113,8
10 136,2 5754 139,8
Média 148,3 400,0 185,0
DP 124,5 283,7 149,0

EPM 39,4 89,7 47,1
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Tabela — 5: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes

animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de naloxone seguido por salina 0,9 % (NAL + SAL) no NMR.

Animal CONT

Duracao da IT (seg)
SHAM NAL+SAL

1 201,8 82,6 287,2
2 488,8 426,88 687,4
3 623,8 766,3 727,0
4 208,1  305,8 393,1
5 169,2  328,0 39,8
6 144,2 23,6 31,2
7 184,8 654 38,0
8 2914 4164 297,8
Média 289,0 301,9 312,7
DP 174,2  246,9 279,9
EPM 61,6 87,3 99,0

Tabela — 6: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes

animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de 0,2 nmol de bicuculina (BIC 0,2 nmol) no NMR.

Duracao da IT (seg)
Animal CONT SHAM BIC 0,2 nmol

1 407,8 540,0 565,8
2 4684 376,6 344,8
3 95,2 3220 94,2
4 82,4 364,8 53,8
5 100,6 2480 65,8
6 45,4 269,6 4544
7 94,8 69,8 1,0
8 224.8 57,8 335,2
9 191,2 108,0 63,4
10 63,2 41,4 87,6
Média 1774 239,8 206,6
DP 148,8 167,0 199,7
EPM 47,0 52,8 63,1
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Tabela — 7: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes

animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de 0,4 nmol de bicuculina (BIC 0,4 nmol) no NMR.

Duracao da IT (seg)
Animal CONT SHAM BIC 0,4 nmol
1 247.5 276.,5 500,0
2 76,8 4428 658.4
3 114,0 108,0 7534
4 208,6 174,3 500,0
5 437,5 384,2 772,2
6 462,0 397,6 830,6
7 143.,6 176,0 268.8
8 88,8 273,0 5474
Média 2224 279,1 603,9
DP 151,9 121,2 186,0
EPM 53,7 42,8 65,8

Tabela — 8: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes

animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de 0,25 nmol de muscimol (MUS 0,25 nmol) no NMR.

Duracao da IT (seg)

Animal CONT SHAM MUS 0,25 nmol

1 142,6 321,6 110,2

2 80,4 25,4 203,0

3 309,2 46,0 199,0

4 184,6 87,4 306,8
5 168,3 500,0 58,7

6 97,8 329,0 151,2

7 348.6 371,6 279,2

Média  190,2 240,1 186,9
DP 102,2 185,5 88,4
EPM 38,6 70,1 33,4
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Tabela — 9: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tonica nos diferentes

animais durante os episddios controle (CONT), p6ds-cirtirgico (SHAM) e ap6s a microinjecao

de 0,5 nmol de muscimol (MUS 0,5 nmol) no NMR.

Duracao da IT (seg)
Animal CONT SHAM MUS 0,5 nmol
1 339,2 278,6 32,2
2 139,3 240,3 82,7
3 5474 70,6 23,2
4 131,6 131,2 26,2
5 62,4 72,0 116,4
6 374,0 468,2 32,0
7 605,6 286,6 39,2
8 150,2 238,2 112,8
Média  293,7 223,2 58,1
DP 205,1 132,1 39,5
EPM 72,5 46,7 14,0

Tabela — 10: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tdnica nos

diferentes animais durante os episddios controle (CONT), pés-cirurgico (SHAM) e apds a

microinje¢do de 0,5 nmol de muscimol seguido por 4,4 nmol de morfina (MUS + MS) no

NMR.

Duracéo da IT (seg)

Animal CONT SHAM MUS + MS

1 99,8 80,4 97,6
2 179,0 55,2 338,6
3 78,0 67,6 15,0
4 111,0 83,8 56,6
5 182,8 529,44 630,2
6 64,4 63,0 28,0
7 610,4 449,0 135,2
8 105,6 199,4 163,0
9 382,8 250,8 105,6
10 385,8 400,0 629,4
Média 220,0 217,9 219,9
DP 180,5 181,0 234,3
EPM 57,1 57,2 74,1
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Tabela — 11: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecdo de salina 0,9 % no

NMR.

) Salina
Animal Indice de Vocalizacao (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60

0,00 0,01 -0,08  -0,01 -0,07  -0,07
0,00 -0,14 0,03 -0,15 0,37  -0,37
0,00 0,01 0,11 0,04 -0,10 0,05
0,00 0,24 -0,66 0,17 0,13 0,34
0,00 -0,14 -0,27 -0,34 -0,10 -0,28
0,00 0,22 -0,12 0,55 0,69 0,47
0,00 0,06 -0,07  -0,09  -0,39 0,08
0,00 -0,19 0,02 -0,06  -0,15 -0,37
Média 0,00 0,01 -0,13 0,01 -0,04  -0,02

DP 0,00 0,16 0,24 0,26 0,34 0,31
EPM 0,00 0,06 0,09 0,09 0,12 0,11

LRI AW =

Tabela — 12: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um

estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecdo de 2,2 nmol de

morfina no NMR.
Morfina 2,2 nmol
Animal indice de Vocalizacdo (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60

1 0,00 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,09 0,10 -0,16 -0,44 -0,18
3 0,00 -0,16 -0,05 -0,71 -0,30 -0,79
4 0,00 -0,01 -0,01 0,01 0,01 -0,30
5 0,00 -0,14 -0,43 -0,47 -0,25 0,07
6 0,00 0,01 -0,08 -0,74 -0,39 -0,17
Média 0,00 -0,03 -0,08 -0,34 -0,23 -0,23
DP 0,00 0,10 0,18 0,34 0,19 0,31

EPM 0,00 0,04 0,08 0,14 0,08 0,13
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Tabela — 13: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um

estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecdo de 4,4 nmol de

morfina no NMR.
Morfina 4,4 nmol
Animal indice de Vocalizacio (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 -0,07 -0,43 -0,95 -0,79 -1,00
2 0,00 -0,05 -0,39 -0,90 -0,90 -1,00
3 0,00 0,05 0,07 0,07 0,09 0,09
4 0,00 -0,77 -1,00 -0,10 0,26 -0,97
5 0,00 -1,00 -1,00 -0,62 -0,50 -0,47
6 0,00 -0,31 -1,00 -0,89 -1,00 -1,00
7 0,00 -0,25 -0,23 0,15 -0,23 -0,01
8 0,00 -0,62 -1,00 -1,00 -1,00 -0,23
Média 0,00 -0,38 -0,62 -0,53 -0,51 -0,57
DP 0,00 0,38 0,43 0,49 0,50 0,48
EPM 0,00 0,13 0,15 0,17 0,18 0,17

Tabela — 14: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢ao 2,7 nmol de

naloxone seguido por 4,4 nmol de morfina no NMR.

Naloxone + Morfina

Animal indice de Vocalizacdo (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 0,10 0,16 0,00 0,08 -0,89
2 0,00 -0,24 0,15 0,09 0,18 -0,27
3 0,00 -0,12 0,10 0,07 0,04 0,03
4 0,00 0,00 -0,06 -0,08 -0,12 -0,06
5 0,00 0,02 0,08 -0,47 -1,00 -1,00
6 0,00 -0,09 0,06 -0,20 0,06 0,03

N

0,00 -0,27 -0,02 -0,18 -0,18 -0,18
Média 0,00 -0,09 0,07 -0,11 -0,13 -0,33
DP 0,00 0,14 0,08 0,19 0,40 0,43
EPM 0,00 0,05 0,03 0,07 0,15 0,16
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Tabela — 15: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢ao 2,7 nmol de

naloxone seguido por salina 0,9 % no NMR.

Naloxone + Salina

Animal Indice de Vocalizacido (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 0,57 -0,02 -0,38 0,74 0,54
2 0,00  -0,30 -0,16 0,11 -0,08 -0,05
3 0,00 0,02 -0,44 -0,71 -0,31 0,60
4 0,00 -0,25 -0,06 0,04 -0,09 0,06
5 0,00 -0,05 0,02 0,12 0,06 0,12
6 0,00 0,19 -0,06 -0,20 0,07 0,55
7 0,00 -0,26 0,02 -0,61 -0,24 -0,41
8 0,00 0,30 0,08 0,32 0,32 0,34

Média 0,00 0,03 -0,08 -0,16 0,06 0,22
DP 0,00 0,31 0,16 0,37 0,34 0,35
EPM 0,00 0,11 0,06 0,13 0,12 0,13

Tabela — 16: Valores individuais do indice de vocalizacdo durante a aplicacdo de um

estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢cdo 0,2 nmol de

bicuculina no NMR.
Bicuculina 0,2 nmol
Animal Indice de Vocalizaciao (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 0,00 -0,13 -0,28  -0,29 -0,50
2 0,00  -1,00 0,36 0,43 0,38 0,39
3 0,00  -0,03 -0,01 0,02 0,02 -0,02
4 0,00  -0,06 0,06 0,09 -0,16  -0,12
5 0,00 -0,72  -0,17 -1,00  -1,00  -1,00
6 0,00 -0,59 -0,72 -043 -0,85 -0,57
7 0,00  -0,26 0,10 -0,35  -0,08 0,03
8 0,00 -0,68 -0,74  -0,63 -0,04 -0,23
9 0,00 -0,21 -0,19 0,21 0,26 0,18
10 0,00 -1,00 -0,73 -0,36 -1,00  -1,00

Média 0,00 -046 -0,22 -023 -0,28 -0,28
DP 0,00 039 039 042 050 047
EPM 000 012 0,12 013 016 0,15
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Tabela — 17: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um

estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢ao 0,4 nmol de

bicuculina no NMR.
Bicuculina 0,4 nmol
Animal Indice de Vocalizacido (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00  -0,03 0,03 0,00 -1,00 -0,48
2 0,00 -0,55 -0,75 -1,00 -0,92 -1,00
3 0,00 -0,25 -0,01 0,02 -0,09 -0,69
4 0,00 -1,00 -0,08 -0,34 -0,81 -0,93
5 0,00 -1,00 -1,00 -0,69 -0,93 -0,37
6 0,00 -0,38 -0,23 -0,61 -1,00 -0,18
7 0,00 -1,00 -1,00 0,01 -0,83 -0,89
8 0,00 -0,31 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00

Média 0,00 -057 -050 -045 -0,82 -0,69
DP 0,00 0,39 0,48 0,44 0,31 0,32
EPM 0,00 0,14 0,17 0,15 0,11 0,11

Tabela — 18: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecdo 0,25 nmol de

muscimol no NMR.

Muscimol 0,25 nmol

Animal Indice de Vocalizaciao (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00  -0,07 0,08 0,13 0,20 0,10
2 0,00 0,16 -0,02  -0,15  -0,02 0,03
3 0,00 0,36 0,76 1,00 1,00 0,44
4 0,00 -0,13 -0,30 -0,02  -0,32 0,02
5 0,00  -0,79 0,01 0,01 0,11 -0,02
6 0,00 0,35 0,16 0,33 0,42 0,48
7 0,00 -1,00 -1,00 0,34 -0,03 0,14

Média 0,00 -0,16 -0,04 0,23 0,19 0,17
DP 0,00 0,54 0,53 0,38 0,42 0,21
EPM 0,00 0,20 0,20 0,14 0,16 0,08
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Tabela — 19: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢ao 0,5 nmol de

muscimol no NMR.

Muscimol 0,5 nmol

Animal indice de Vocalizacio (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60

1 0,00 0,03 0,01 -0,02 0,47 0,01
2 0,00 -0,01 -0,01 0,19 0,00 0,04
3 0,00 1,39 0,64 0,82 0,20 -1,00
4 0,00 -1,00 -0,38 0,56 0,16 0,36
5 0,00 0,31 1,53 0,63 0,58 -0,03
6 0,00 0,55 0,40 0,37 -0,45 0,37
7 0,00 -0,28 0,55 0,45 0,47 0,47
8 0,00 0,37 0,54 0,57 0,12 0,26
9 0,00 -0,75 1,00 1,00 1,00 1,00
10 0,00 -0,08 0,67 0,61 0,65 0,67
Média 0,00 0,05 0,50 0,52 0,32 0,22
DP 0,00 0,67 0,54 0,29 0,40 0,53
EPM 0,00 0,21 0,17 0,09 0,13 0,17

Tabela — 20: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecao 0,25 nmol de

muscimol seguido de 4,4 nmol por morfina no NMR.

Muscimol + Morfina

Animal Indice de Vocalizacido (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00  -0,03 0,09 0,11 -0,30  -0,45
2 0,00 -0,64 -0,28 -0,69 -0,34 -1,00
3 0,00 -0,61 -0,61 -1,00  -1,00  -1,00
4 0,00 0,23 -0,06  -048  -0,14  -0,04
5 0,00 -100 -1,00 -1,00 -1,00  -1,00
6 0,00 0,47 0,89 0,72 -0,50 0,08
7 0,00 -0,01 0,01 -0,07  -0,58  -0,62
8 0,00 -0,11 -0,33  -0,23  -0,51 -0,59
9 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Média 0,00 -008 -003 -0,18 -0,37 -0,40
DP 0,00 0,61 0,65 0,71 0,59 0,66
EPM 0,00 0,20 0,22 0,24 0,20 0,22
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Tabela — 21: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tdnica nos
diferentes animais durante os episddios controle (CONT), pés-cirurgico (SHAM) e apds a

microinje¢do de salina 0,9% na area PBv seguido por salina 0,9% no NMR.

PBv (Salina) + NMR (Salina)
Duracéao da IT (s)
Animal CONT SHAM SAL + SAL

1 123,4 115,0 132,6
2 358,0 100,8 39,6
3 70,4 232 37,0
4 2236 67,8 77,4
5 99,8 60,6 98,0
6 101,8 128,6 194,0
7 752 2278 121,2
8 64,8 7.3 21,0
9 231,3 4754 540,6
Média 149,8 134, 140,2
DP 1000 143,6 159,8
EPM 333 479 53,3

Tabela — 22: Duracdoes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tdnica nos
diferentes animais durante os episodios controle (CONT), pés-cirirgico (SHAM) e apds a

microinjecdo de salina 0,9% na area PBv seguido por carbacol (0,65 nmol/0,2ul) no NMR.

PBv (Salina) + NMR (CCh 0,65 nmol)
Duracao da IT (seg)
Animal CONT SHAM SAL +CCh

1 299,0 1574 184,6
2 193,2 25,2 3,8
3 71,4 105,0 19,6
4 417,8 583,8 89,0
5 292,6 209,8 42,0
6 98,4 53,0 26,0
7 237,2 109,0 66,8
8 350,6 113,8 14,4
9 2171 2381 48,2
10 2741 2929 61,5
11 228,9 316,8 81,9
Média 243,7 200,4 58,0
DP 101,2 158,1 50,3

EPM 30,5 47,7 15,2
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Tabela — 23: Duracdes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tdnica nos
diferentes animais durante os episddios controle (CONT), pés-cirurgico (SHAM) e apds a

microinje¢do de lidocaina 2,0% na area PBv seguido por carbacol (0,65 nmol/0,2ul) no NMR.

PBv (Lidocaina) + NMR (CCh 0,65 nmol)
Duracao da IT (seg)
Animal CONT SHAM LID + CCh

1 46,0 42,4 19,8
2 86,9 138,1 355,1
3 253,4 200,4 285,8
4 214,6 96,0 52,2
5 163,8 84,6 226,0
6 642,0 443,6 361,6
7 280,6 224,6 245,2
8 253,8 7242 634,6
Média 242,6 244,2 272,5
DP 181,7 230,5 193,2
EPM 64,2 81,5 68,3

Tabela — 24: Duracdoes médias, em segundos, da resposta de imobilidade tdnica nos
diferentes animais durante os episodios controle (CONT), pés-cirirgico (SHAM) e apds a

microinjecdo de lidocaina 2,0% na area PBv seguido por salina 0,9% no NMR.

PBv (Lidocaina) + NMR (Salina)
Duracao da IT (s)
Animal CONT SHAM LID + SAL

1 288,8 80,0 68,4

2 113,0 65,2 24,8

3 178,2  398,6 153,2

4 424,6  449,0 481,8

5 232,4 165,0 85,4

6 248,6 191,6 145,6

7 613,2 205,2 397,7
Média 299,8 222,1 193,8
DP 168,7 148,3 175,4

EPM 63,8 56,0 66,3
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Tabela — 25: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecdo de salina 0,9% na

area PBv seguido por salina 0,9% no NMR.

PBv (Salina) + NMR (Salina)

Animal indice de Vocalizacio (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60

1 0,00 0,18 0,07 0,00 0,30 0,09
2 0,00 0,03 0,01 0,02 -0,08 0,02
3 0,00 -0,02 0,00 -0,02 -0,09 0,05
4 0,00 0,07 0,07 0,08 0,07 0,05
5 0,00 -0,06 -0,56 -0,42 0,17 0,20
6 0,00 0,03 0,00 -0,01 -0,08 -0,16
Média 0,00 0,04 -0,07 -0,06 0,05 0,04
DP 0,00 0,08 0,24 0,18 0,16 0,12
EPM 0,00 0,03 0,10 0,07 0,07 0,05

Tabela — 26: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecdo de salina 0,9% na

area PBv seguido por carbacol (2,7 nmol/0,2ul) no NMR.

PBv (Salina) + NMR (CCh 2,7 nmol)

Animal indice de Vocalizacdo (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 -0,20 -0,30 -0,26 -0,54 -0,60
2 0,00 0,02 -0,08 -0,22 -0,42 -0,58
3 0,00 -0,12 -0,04 -0,56 -0,66 -0,61
4 0,00 -1,00 -1,00 0,29 -0,34 -0,57
5 0,00 -0,32 -1,00 -0,91 -0,91 -0,47
6 0,00 -1,00 -0,87 -0,44 -1,00 -1,00
7 0,00 0,24 -0,01 -0,60 -0,63 -0,57
8 0,00 -0,53 -0,32 -0,56 -0,03 -0,02
9 0,00 -0,64 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00

Média 0,00 -0,39 -0,51 -0,47 -0,61 -0,60
DP 0,00 0,43 0,45 0,39 0,33 0,29
EPM 0,00 0,14 0,15 0,13 0,11 0,10
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Tabela — 27: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecao de lidocaina 2,0%

na area PBv seguido por carbacol (2,7 nmol/0,2ul) no NMR.

PBv (Lidocaina) + NMR (CCh 2,7 nmol)

Animal indice de Vocalizacio (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 0,02 -0,05 -0,48 -0,58 -0,86
2 0,00 -0,79 0,12 0,05 0,11 0,11
3 0,00 0,12 0,13 0,00 -0,03 0,06
4 0,00 -0,19 -0,14 -0,19 -0,02 0,08
5 0,00 -0,05 0,06 -0,02 -0,02 -0,02
6 0,00 0,00 0,00 -0,04 -0,02 -0,01
7 0,00 -0,08 -0,16 0,04 0,09 0,11
8 0,00 0,04 0,04 0,04 0,02 -0,02
Média 0,00 -0,12 0,00 -0,08 -0,06 -0,07
DP 0,00 0,29 0,11 0,18 0,22 0,32
EPM 0,00 0,10 0,04 0,06 0,08 0,11

Tabela — 28: Valores individuais do indice de vocalizagdo durante a aplicacdo de um
estimulo nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinjecao de lidocaina 2,0%

na area PBv seguido por salina 0,9% no NMR.

PBv (Lidocaina) + NMR (Salina)

Animal indice de Vocalizacdo (tempo em minutos)
0 5 15 30 45 60
1 0,00 0,37 0,17 0,01 0,08 0,05
2 0,00 0,06 0,01 0,03 0,08 -0,18
3 0,00 0,16 -0,23 -0,15 -0,16 -0,02
4 0,00 -0,05 -0,04 -0,07 -0,02 -0,02
5 0,00 0,02 -0,04 0,02 0,02 0,02
6 0,00 0,03 0,06 0,03 -0,01 -0,17

N

0,00 -0,01 0,08 0,03 0,12 0,03
Média 0,00 0,08 0,00 -0,01 0,02 -0,04
DP 0,00 0,14 0,13 0,07 0,09 0,09
EPM 0,00 0,05 0,05 0,03 0,04 0,04
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