UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

LYS ANGELA FAVARONI MENDES

Envolvimento da formacao hipocampal dorsal na modulacao
da imobilidade tonica e na nocicep¢ao em cobaias (Cavia porcellus)

e a interacao funcional com a area septal medial

Ribeirido Preto
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



LYS ANGELA FAVARONI MENDES

Envolvimento da formacao hipocampal dorsal na modulacao
da imobilidade tonica e na nocicep¢ao em cobaias (Cavia porcellus)

e a interacao funcional com a area septal medial

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo para
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de concentracio: Fisiologia
Orientadora: Profa. Dra. Leda Menescal de Oliveira

Ribeirao Preto
2008



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Catalogac¢ao na Publicagdo
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

Favaroni Mendes, Lys Angela.

Envolvimento da formagao hipocampal dorsal na modulacao da imobilidade tonica e
na nocicep¢ao em cobaias (Cavia porcellus) e a interacdo funcional com a area septal medial /
Lys Angela Favaroni Mendes; orientadora Leda Menescal de Oliveira.

-- Ribeirao Preto, 2008.

150 f. : 1l., 30cm.

Tese (Doutorado — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias. Area de Concentracio:
Fisiologia) — Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

1. Imobilidade tonica. 2. Nocicep¢do. 3. Formagéo hipocampal dorsal. 4. Cobaia 5.
Carbacol. 6. GABA. 7. Morfina 8. Area septal medial.




FOLHA DE APROVACAO

Lys Angela Favaroni Mendes

Envolvimento da formagao hipocampal dorsal na modulacdo da imobilidade tonica e na

nocicep¢do em cobaias (Cavia porcellus) e a interagdao funcional com a drea septal medial

Aprovado em:

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo

para obtenc¢do do titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de Concentracio: Fisiologia

Banca Examinadora

Prof. Dr. Anette Hoffmann
FFCLRP/USP

Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes
FFCLRP/USP

Prof. Dr. Marcus Lira Brandao
FMRP/USP

Profa. Dra. Elisabeth Spinelli de Oliveira
FMRP/USP

Profa. Dra. Leda Menescal-de-Oliveira

FMRP/USP

Assinatura:

Assinatura:

Assinatura:

Assinatura:

Assinatura:



A minha Familia,

Sem ela nenhum sonho seria possivel
ou valeria a pena...

A minha mae, Sonia Maria Favaroni Mendes
por ser sindbnimo de bondade e amor

Ao meu pai José Vasco Mendes
por ser muito mais que um exemplo a ser seguido

A minha irma Katia Regina Favaroni Mendes
por me fazer por os pés-no-chdo

Aos meus avos Lourenco Favaroni (in memoriam) e Antonieta
por mesmo de longe torcerem muito por mim...



AGRADECIMENTOS
A Deus, por sempre tomar conta de mim.

A minha orientadora, profa. Leda Menescal-de-Oliveira, por me abrir as portas do laboratério,
por acreditar no meu trabalho, pela amizade e pelo exemplo de competéncia.

A Profa. Dra. Elisabeth Spinelli de Oliveira, ou simplesmente e carinhosamente Beth, pelo
seu exemplo, pela sua disponibilidade infinita, por eu sempre saber que posso contar com
voce e principalmente, por vocé ser, acima de tudo, minha amiga.

Ao Prof. Dr. Marcus Lira Brandao, Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes, Prof. Dr. Norberto
Cysne Coimbra e a Profa. Dra. Anette Hoffmann pelas valiosas contribui¢des e por aceitarem
participar da minha banca.

A Mariulzinha pelo seu trabalho como técnica, por compartilhar suas experiéncias, por ser
nossa maezona e por suas infinddveis estdrias; a Cidinha por “dar uma mao” sempre que
precisei e pela sua paciéncia e calma eternas e ao Rubinho por seus trabalhos de histologia,
por seu bom-humor contagiante e por ser um churrasqueiro de mao cheia.

Ao Ruy, por todo o amor, carinho, paciéncia, por segurar na minha mao e me compreender
em todos os momentos dificeis, por me apoiar sempre e por ser capaz de deixar minha vida
mais leve e alegre. Agradeco também a toda a sua familia pela torcida constante por mim.

Ao Mateus e ao Marcio pelo constante clima de paz e harmonia no laboratério e pelas nossas
indmeras, interessantes e diversificadas conversas.

Ao Felipe, “filho unico” quando cheguei, me acolheu de bragos abertos no laboratério. Valeu
Fluminense !

Ao pessoal muito querido do laboratério vizinho, Fabiana e Ana Catarina, pelas muitas
conversas, desabafos, choros e risos e principalmente a0 meu amigo queridissimo “bendito é o
fruto”... Augusto.

A pessoas muito especiais com as quais tive a grande sorte de me unir, uma galera animada e
companheira com as quais compartilho momentos inesqueciveis.... a carinhosamente chamada
“Trupe do Cursdo”: Ernane, Augusto, André, Fabi, Fabiola, Wagner, Ligia, Daniel, Renata,
Lilian, Marina, Talita, Sabrina.

As amigas mais do que queridas, pessoas com as quais os assuntos nio terminam nunca.... por
eu poder contar sempre e poder contar tudo... Fabiola, minha irma mais velha; Evelyn, minha
irmazinha de todas as horas, Fabi, minha irma psicéloga, Dézdo minha irma “das cadeiras” e
do Rio Grande, e finalmente minha irma gémea univitelina Fernanda Méo.

Aos meus amigos eternos... Thiago, Claudinha, Alessandra, André, Ronalds, Thais e Léo.



Ao Rildo, a Joice, e a Cleyde pela amizade e pela disponibilidade no auxilio das dividas de
inglés.

Aos meus amigos queridos da fisiologia, Miriam, Danubia, Fernandinha, os Ricardos, Jao,
Paulinha, Carmen, Leandro (e Paty), Berél, Marcelao.

Aos funciondrios do Departamento de Fisiologia Léo, Eduardo, Clévis, Maria Luisa (L0),
Elisa, Cldudia, Carlos e Fernandinho pela competéncia com que realizam suas fungdes, por

serem sempre prestativos e por criar um ambiente de trabalho bastante agradédvel.

Aos muitos animais utilizados no aprendizado das técnicas e no experimento em si, meus
mais sinceros respeito e agradecimento.

A CAPES pelo apoio financeiro.



Se quisermos progredir, ndo devemos repetir a historia, mas fazer uma historia nova.

Gandhi



RESUMO

FAVARONI MENDES, L. A. Envolvimento da formacao hipocampal dorsal na
modulacio da imobilidade tonica e na nocicep¢cio em cobaias (Cavia porcellus) e a
interacao funcional com a area septal medial. 2008. 150 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdao Preto, 2008.

A imobilidade tonica (IT) é uma resposta comportamental defensiva inata, na qual ocorre
perda do reflexo de endireitamento, depressdo dos reflexos polissindpticos extensores e
flexores e relativa reducdo na reatividade a estimulos ambientais. Estudos prévios do
laboratdério mostraram que a formagao hipocampal dorsal (FHD) e o sistema colinérgico estao
envolvidos na modulacdo da IT em cobaias. A estimulagdo colinérgica da FHD diminui a
duracdo dos episodios de IT e este efeito, provavelmente, ¢ mediado por receptores
muscarinicos. Numerosas evidéncias fisiologicas, farmacoldgicas e comportamentais sugerem
o envolvimento da FHD em respostas nociceptivas. Além disso, acredita-se que parte das
funcdes desempenhadas pela FHD ocorre por meio de aferentes provenientes da drea septal
medial (ASM). Dessa maneira, os objetivos do presente estudo foram: 1) investigar a
possibilidade da FHD de cobaias modular a duracdo dos episédios de IT e a resposta
nociceptiva, por meio da interacdo de mecanismos colinérgicos, opioidérgicos e
GABAZérgicos e 2) investigar a participacdo de uma possivel conexao funcional entre FHD e
ASM na regulacdo da resposta comportamental de IT. Os resultados mostram que a
microinje¢dao de morfina diminuiu a duragao do comportamento defensivo de IT e o indice de
vocaliza¢do que indica antinocicepg¢do, efeitos esses bloqueados pela administragdo prévia de
naloxone, um antagonista preferencial p-opidide. A administragdo de bicuculina no mesmo
sitio produziu diminuicdo da duragdo dos episddios de IT e antinocicepcdo. Ao contrario, o
tratamento com o muscimol na FHD promoveu hiperalgesia € um aumento na duragdo da
resposta comportamental de IT. A microinjecdo do agonista colinérgico carbacol na FHD

promoveu uma reducdo na nocicep¢ao, medida pelo teste de vocalizagdo em cobaias e esse

efeito foi bloqueado pela microinjecdo prévia da atropina, indicando a participacdo de



receptores muscarinicos na modulacdo dessa resposta. Além disso, o efeito da administragdo
do carbacol e da morfina na FHD foi revertido pelo pré-tratamento com naloxone
microinjetado no mesmo local, sugerindo uma interacdo colinérgica-opioidérgica nesse
substrato neural modulando o comportamento defensivo de IT e antinocicep¢do. A
microinje¢do de muscimol, por sua vez, preveniu o efeito antinociceptivo e a reducdo da IT
provocada pela morfina. Juntos, esses resultados sugerem que a transmissao colinérgica pode
ativar a liberacdo de endorfinas/encefalinas de interneur6nios da FHD, que, por sua vez
inibiria neuronios GABAGérgicos, resultando assim em antinocicep¢do e no término do
comportamento de IT. Nossos resultados nos permitem sugerir, portanto, que na FHD os
mesmos sistemas neurotransmissores, colinérgico, opioidérgico e GABAérgico podem
modular os sistemas defensivo e antinociceptivo de maneira independente. Dessa maneira, a
ativacdo hipocampal produz diminui¢ao da duragdo da IT e antinocicep¢ao, como promovido
pelas microinjecdes de carbacol, morfina e bicuculina nesse sitio. Por outro lado, a inativagao
da FHD produz aumento da duragdo da IT e hiperalgesia como visto pela microinjecao de
muscimol nesse local. Em rela¢do a conexdo ASM-FHD, nossos resultados mostraram que a
participacao da ASM na modulacdo da IT parece depender de sua eferéncia colinérgica para a
FHD, enquanto que o contrdrio nao € verdadeiro. Isso sugere que a FHD pode modular a IT

possivelmente via conexdes com outras estruturas encefélicas.

Palavras-chave: Imobilidade Toénica. Nocicepcdo Formagao hipocampal dorsal. Cobaia.
Carbacol. GABA. Morfina. Area septal medial.



ABSTRACT

FAVARONI MENDES, L. A. Role of the dorsal hippocampus in modulation of
nociception and tonic immobility and the functional interaction of dorsal hippocampus
with septal medial area in guinea pigs. 2008. 150 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Tonic immobility (TI), also known as death feigning or animal hypnosis, is an innate
defensive behavior, characterized by a state of physical inactivity and relative
irresponsiveness to environmental stimuli. Our group has previously reported that dorsal
hippocampus (DH) and the cholinergic system are involved in the modulation of TI in guinea
pigs. The cholinergic stimulation of the DH decreases the duration of TI episodes and it has
been postulated that this effect is mediated by muscarinic receptors. Several physiological,
pharmacological and behavioral lines of evidence suggest that the hippocampal formation is
involved in nociception. Furthermore, some works suggests that the DH performs part of its
functions by means of afferents from medial septal area (MSA). On this basis, the objectives
of the present study were: 1) to investigate in guinea pigs the possibility that the DH
modulates TI episodes and nociception by an interaction of cholinergic, opioidergic and
GABAergic mechanisms and 2) to investigate the participation of a possible functional MSA-
DH connection in guinea pigs in the regulation of the TI response. Microinjection of
morphine decreased TI behavior and vocalization index, effects blocked by previous
administration of naloxone, an opioid antagonist. We also observed that the administration of
bicuculline into the DH produces antinociception and diminution of the duration of TI
episodes. On the contrary, the treatment with muscimol into the DH promoted an increase in
TI duration and hyperalgesia. Microinjection of the cholinergic agonist carbachol into the DH
promoted a reduction in nociception, measured by the vocalization test in guinea pigs and this
effect was blocked by the previous microinjection of the cholinergic antagonist atropine,

demonstrating the participation of muscarinic receptors also in the modulation of this

response. Furthermore, the effect of the administration of carbachol and morphine into the DH



was reversed by pre-treatment with naloxone microinjected into the same site, suggesting
cholinergic-opioidergic interaction in this neural substratum modulating the defensive
behavior of TI and antinociception. In addition, the muscimol microinjection prevented the
antinociceptive effect and it also reduced the TI promoted by morphine. Taken together, these
results suggest that cholinergic transmission may activate the release of
endorphins/enkephalin from interneurons of the DH, which would inhibit GABAergic
neurons, resulting in antinociception and ending of TI behavior. Our results suggest that in the
DH the same neurotransmitter system, the cholinergic, opioidergic and GABAergic modulate
the defensive and antinociceptive systems independently. Importantly, the hippocampal
activation frequently produces diminution of the duration of TI episodes and antinociception,
like the one promoted by microinjections of carbachol, morphine and bicuculline in this
region. Furthermore, the hippocampal inactivation produces hiperalgesia and produces an
increase in TI duration. The same results were observed after muscimol administration. The
participation of MSA on TI modulation seems to depend on its cholinergic efference to DH,

while the participation of DH on TI modulation seems not depend on its efference to MSA.

Keywords: Tonic Immobility. Nociception. Dorsal Hippocampus. Guinea pig. Carbachol.
GABA. Morphine. Septal medial area.
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1) INTRODUCAO

Dentre as func¢des bdsicas animais, certamente, as que mais os expde a situacdes de
perigo iminente sdo aquelas relacionadas ao forrageamento e a reproducdo. A procura por
alimento e por parceiros aumenta potencialmente as chances de um animal se deparar com
estimulos ameacadores, como predadores, competidores e co-especificos. Em seu ambiente
natural ou em situacdes experimentais, o animal faz uso de mecanismos especificos de defesa
ao se sentir ameacado ou ser inequivocamente atacado. Estes mecanismos de defesa podem
ser morfolégicos (como espinhos, couraca e coloracdo de adverténcia), fisiolégicos (como
toxinas) ou comportamentais (como a evitacdo do predador e a emissdo de comportamentos
anti-predatérios) e atuam reduzindo a probabilidade do encontro com o predador ou
aumentando suas chances de sobrevivéncia da presa (ver RODGERS; RANDALL, 1987;
KAVALIERS; CHOLERIS, 2001).

Segundo RATNER (1967), os comportamentos defensivos obedecem a uma hierarquia
distancia-dependente, em que a presa executaria uma estratégia de defesa de acordo com a
distancia em relagdo ao predador. Em situacdes em que o perigo € incerto ou potencial, como
ocorre quando o animal se encontra em um ambiente novo ou em determinado local em que ja
houve um encontro com o predador, a presa apresenta um comportamento denominado
avaliacdo de risco, ou “risk assessment” (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). Em ratos,
esse comportamento consiste em um farejar continuo do ambiente, acompanhado de em uma
postura abaixada, com o tronco estirado, abertura maxima dos olhos e estiramento das orelhas
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988).

Uma vez que a presa ja detectou fisicamente o predador, porém este pode ainda nao
te-la identificado, a resposta defensiva mais freqiientemente apresentada pela presa é o

congelamento. Nessa fase, a presa permanece de olhos bem abertos, ha inibicdo da atividade



locomotora, a respiragdo se torna irregular e ocorre aumento da pressdo arterial e da
freqiiéncia cardiaca (FANSELOW, 1980; BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). Na medida
em que o predador se aproxima, a presa passa a emitir comportamentos de defesa ativos.
Primeiramente, a presa inicia o comportamento de fuga e posteriormente, no momento em que
¢ alcancada, passa a apresentar o comportamento de luta. Finalmente, quando o contato fisico
ja foi estabelecido, a presa emite a resposta comportamental de imobilidade tonica (IT) como
ultimo recurso defensivo a ser utilizado para a manutencdo de sua vida (RATNER, 1967;
GALLUP, 1974; PRESTRUDE; JOHNSTONE, 1977; RODGERS; RANDALL, 1987).

A IT também conhecida por “hipnose animal”, catalepsia ou “fingir de morto”,
caracteriza-se por ser uma resposta comportamental defensiva inata, na qual ocorre redugao
na reatividade a estimulos externos, perda do reflexo de endireitamento e depressdo dos
reflexos polissindpticos extensores e flexores (KLEMM, 1971). No estado de acinesia em que
o animal permanece durante a IT o tdnus muscular encontra-se aumentado bem como o limiar
sensorial para estimulos externos. Entretanto, durante a IT o animal € capaz de monitorar o
ambiente em que se encontra sendo capaz de detectar o melhor momento para interromper ou
sair do estado de imobilidade (KLEMM, 1971).

Uma vez que a IT aumenta as chances de sobrevivéncia do animal, pode-se dizer que
ela apresenta um alto valor adaptativo, o qual pode ser exemplificado pelos achados de
Sargeant e Eberhardt (1975), que observando raposas em seu ambiente natural, relataram que
os ataques a patos selvagens cessavam quando esses exibiam a resposta de IT, o que
aumentou as suas chances de sobrevivéncia em mais de 50%. Dessa forma, a sobrevivéncia
do animal dependeria de sua capacidade de parecer imével, desestimulando assim o predador

a dar continuidade ao ataque (RODGERS; RANDALL, 1987).



O valor adaptativo da IT € ainda refor¢ado pelo fato de que, para alguns predadores, o
movimento da presa € um estimulo necessario para desencadear (HERZOG; BURGHARDT,
1974) ou continuar um ataque predatério (SARGEANT; EBERHARDT, 1975; THOMPSON
et al., 1981). Adicionando-se ao fato de que varios predadores atacam preferencialmente
presas vivas, (GALLUP, 1974; HERZOG; BURGHARDT, 1974; SARGEANT;
EBERHARDT, 1975), a adocdo reflexa de uma postura imével pode minimizar ou pelo
menos reduzir a probabilidade de um novo ataque e ainda permitir o escape da presa.

A IT estd presente no repertério comportamental de uma grande variedade de espécies,
tanto de invertebrados (CRAWFORD, 1977) como de vertebrados (THOMPSON, 1977) e
pode ser desencadeada por diferentes tipos de estimulos sensoriais. Segundo Klemm (1971),
pelo menos em mamiferos, as estimulacdes tatil e proprioceptiva sdo criticas para a indugao
dessa resposta (KLEMM, 1971), enquanto que, a intensa experiéncia de medo gerada no
confronto presa/predador contribuiria para seu desencadeamento e duragdo (GALLUP, 1974).

No laboratério, a IT pode ser induzida manualmente por meio da inversdao postural do
animal seguida pela contencdo de seus movimentos. Essa resposta é bastante varidvel, tanto
em relacdo a susceptibilidade individual quanto a duracao de cada episddio. Acredita-se que a
susceptibilidade seja dependente de aspectos genéticos (MCGRAW; KLEMM, 1973) e
filogenéticos (VOLGYESI, 1966 apud MCGRAW; KLEMM, 1973), bem como de
desenvolvimento neural (SVORAD, 1957; MCGRAW; KLEMM, 1969) e experiéncia prévia
adquirida (RATNER; THOMPSON, 1960).

Durante a emissdo de comportamentos defensivos, incluindo a resposta de IT, ocorre
simultaneamente a ativacdo de um sistema analgésico endégeno (CARLI et al., 1976). A
ativacdo desse sistema de analgesia, na vigéncia de uma situagdo ameagadora, como no
confronto presa-predador, ¢ de extrema importancia, pois permite que a presa efetue de

maneira adequada a estratégia comportamental mais compativel com a situagdo que se



apresenta (BOLLES; FANSELOW, 1980). Na auséncia da ativagao desse sistema analgésico
enddgeno, a resposta natural do animal, apds sofrer uma injdria no confronto com o predador,
seria a de iniciar comportamentos recuperativos, que consistem no repouso e em cuidados
com o corpo, os quais ndo seriam condizentes com a preservagdo da vida do animal. O tipo do
sistema analgésico endégeno ativado dependeria da natureza do estimulo e também da reacao
defensiva que este desencadeia (RODGERS; RANDALL, 1987). Nas respostas de defesa
ativa como fuga ou luta, a analgesia endégena associada parece ser a do tipo ndo-opidide, de
dissipagdo rapida que dura em torno de 10 min, enquanto que durante a IT uma resposta que
pode durar de segundos a horas, a analgesia associada seria a do tipo opidide, de dissipagao
mais lenta e de duracdo de aproximadamente 40 min (RODGERS; RANDALL, 1987).

Dentro desse contexto, Leite-Panissi et al. (2001) encontraram uma diminuicao nas
respostas a testes algesimétricos (teste da formalina e teste da placa quente) apds a inducao de
episddios de IT, indicando que houve uma possivel ativagdo de mecanismos analgésicos
enddgenos. A hipoalgesia encontrada foi bloqueada pelo pré-tratamento com o antagonista
preferencial p-opidide, o naloxone. Esses resultados sugerem, portanto, que durante a resposta
comportamental defensiva de IT ocorre a ativacdo de mecanismos analgésicos enddgenos e
que estes envolvem sinapses do tipo opidide.

Viérios estudos tém correlacionado estruturas encefdlicas envolvidas tanto na
modulagdo da resposta comportamental de IT quanto na antinocicep¢do, incluindo a drea
parabraqueal (MENESCAL-DE-OLIVEIRA; HOFFMANN, 1993; KATAYAMA et al.,
1984), a substincia cinzenta periaquedutal (BASBAUM; FIELDS, 1984; MONASSI et al.,
1997; 1999), o hipotdlamo lateral (DAFNY et al., 1996; DE OLIVEIRA et al., 1997), a
amigdala (LEITE-PANISSI et al., 1999; OLIVEIRA; PRADO, 2001) e a formagdo

hipocampal dorsal (McKENNA E MELZAC, 1992; BAPTISTA, 2000).



Sabe-se hd muito tempo que a formacdo hipocampal dorsal (FHD) € uma regidao
relacionada, principalmente, a aspectos do aprendizado e memoria (ver JARRARD, 1993;
COLOMBO et al., 1998; WITTENBERG:; TSIEN, 2002; KRYUKOV, 2005; WHITLOCK et
al.,, 2006; SILHOL et al., 2007). Entretanto, trabalhos com diferentes abordagens, tém
demonstrado que essa estrutura pode também estar envolvida na modulacdo de diferentes
tipos de comportamentos, como defensivo (BAPTISTA, 2000; PENTKOWSKI et al., 2006),
social (GARRITANO et al., 1996), exploratério (ALVAREZ; BANZAN, 1985), maternal
(LEUNER et al., 2007) e de alerta (MIYASHITA; WILLIAMS, 2004). Além disso, estados
emocionais como medo condicionado e estresse podem provocar alteragdes na atividade da
FH (JOSEPH, 1998; PAVLIDES et al., 2002; MCECHRON et al., 2003; MURAKAMI et al.,
2005; TRIVEDI; COOVER, 2006).

Vale destacar que estudos da literatura mais antigos (LICO et al., 1974), ja haviam
demonstrado a existéncia da modulagdo limbica, com participagdo do hipocampo, nas
mensagens dolorosas.

Mais recentemente, estudos neuroanatdmicos € de neuroimagem também
demonstraram a participagdo do hipocampo no processamento central e na modulagdo da
nocicep¢ao (LATHE, 2001; PLOGHAUS et al., 2001). Prado e Roberts (1985) e Brandao et
al. (1991) verificaram que a estimulagdo do hipocampo dorsal de ratos produziu uma
antinocicep¢cdo que ndo foi acompanhada por respostas aversivas. Também, McKenna e
Melzack (1992) relataram que a injecdo de lidocaina (anestésico local) no giro denteado
reduziu os escores de dor, enquanto que estimulos dolorosos produziram mudancas na
atividade neuronal hipocampal. Wei et al. (2000) demonstraram que 35% das células
piramidais de CA1l ndo s6 respondem a estimula¢do nociva periférica, como também sdo

capazes de codificar a intensidade da estimulacao.



A formacdo hipocampal (FH) € uma estrutura bilateral de origem prosencefélica que
compde o sistema limbico, o qual € formado por estruturas cerebrais filogeneticamente mais
antigas que o neocértex (ver DOUGLAS, 1967). A FH é composta pelo giro denteado,
subiculum e hipocampo (regides CAl, CA2 e CA3) e juntamente com a formacdo
retrohipocampal (drea retrosplenial, pré-subiculum, parasubiculum e coértex entorrinal)
compreendem uma regido denominada area hipocampal (OJIKA et al., 2000).

A érea hipocampal apresenta uma citoarquitetura com caracteristicas relativamente
incomuns no sistema nervoso central, uma vez que grande parte de suas projecdes intrinsecas
s30 Unicas e unidirecionais. Nesse sentido, do cortex entorrinal origina-se a via perforante, a
qual é a principal eferéncia para o giro denteado. Os axdnios das células granulares do giro
denteado, por sua vez, projetam-se para a area CA3 do hipocampo, através das distintas fibras
musgosas. Um padrao similar unidirecional ocorre também em outras importantes conexdes
intrinsecas hipocampais, como as existentes entre as regioes CA3 e CAl, e desta para o
subiculum (AMARAL; WITTER, 1995).

Tanto o giro denteado quanto o hipocampo apresentam uma organizacao laminar e sdo
formados por trés camadas celulares. No giro denteado as células granulares sdo chamadas de
células principais, e seus axonios formam as fibras musgosas, as quais expressam de maneira
importante ambos 0s aminodcidos excitatério e inibitério, glutamato e GABA
respectivamente (STORM-MATHISEN; FONNUM, 1972; SLOVITER et al., 1996), além de
algumas fibras também apresentarem peptideos opidides como a dinorfina. No hipocampo, o
elemento celular principal s@o as grandes células piramidais que variam consideravelmente
em relacdo a seu comprimento e organizacdo. Além dessas células, uma grande quantidade e
variedade de outros tipos celulares estdo presentes nessa estruturas e sdo chamados de células

nao-principais sendo, em sua maioria, imunoreativas ao GABA (RIBAK et al., 1978). Dentre



essas células, devemos destacar, em particular, as células em cesto (basket cells), que formam
plexos (pericelulares) ao redor das células principais (ver AMARAL; WITTER, 1995).

Complexas interagdes entre mediadores quimicos sdo encontradas em todas as sub-
areas da FH, como demonstram estudos imunohistoquimicos e eletrofisioldgicos. Blasco-
Ibanez et al. (1998) encontraram, em todas as sub-areas do hipocampo, varios interneurénios
imunoreativos a metil-encefalina que foram co-localizados com GABA, VIP (peptideo
intestinal vasoativo) e calretinina. Por meio de marcadores neuronais foi demonstrado que
todos os botdes imunoreativos a encefalina analisados, efetuam contatos sindpticos com
estruturas GABA¢érgicas. Baseado nessas caracteristicas, células que contém encefalina no
hipocampo sao classificadas como interneurdnios especializados em inervar outros
interneurdnios (BLASCO-IBANEZ et al., 1998). Esses mesmos autores mostraram que a
encefalina pode exercer uma importante fun¢do na sincronizag¢do e regulacdo de tempo de
inibicao envolvido na rede de atividades ritmicas do hipocampo.

Racz et al. (1998) sugeriram que a ativacdo de diferentes subtipos de receptores
opioidérgicos em alguns sitios hipocampais, poderia promover acdes antagdnicas, assim como
estariam envolvidos na liberacdo de L-glutamato e dinorfina em fibras musgosas de cobaias
(GANNON; TERRIAN, 1992; SALIN et al., 1995).

Na regidao CA3 hipocampal sido encontrados receptores muscarinicos € nicotinicos em
ambas as células principais e interneurdonios (LEVEY et al., 1995; ALBUQUERQUE et al.,
1997; McQUISTON; MADISON, 1999), enquanto que receptores L-opidides sdo encontrados
quase que exclusivamente em neurdnios inibitérios na regido CA1l (ARVIDSSON et al.,
1995; DRAKE; MILNER, 1999, 2002), embora nem todos os subtipos de interneurdnios
possuam esses receptores (DRAKE; MILNER, 2002).

Sabe-se que o processamento de informag¢des no hipocampo ocorre, muitas vezes, por

meio de desinibi¢des neurais. Assim, interneurdnios encefalinérgicos (BLASCO-IBANEZ et



al.,, 1998), GABAérgicos (MISGELD; FROTSCHER, 1986) ou mesmo outros neuronios
opioidérgicos (ZIEGLGANSBERGER et al., 1979) poderiam promover desinibi¢des por
inibirem botdes GABAérgicos.

Também no hipocampo, as células nao-principais, que podem participar tanto dos
circuitos inibitdrios de feedback ou de inibicdo reciproca, podem estar sob controle inibitério
GABAérgico septal (FREUND; ANTAL, 1988). Além disso, Misgeld e Frotscher (1986)
observaram que as células GABAérgicas nao-piramidais sdo inibidas pela bicuculina de
maneira significativa (GULYAS et al., 1990), evidenciando assim a participacio de
receptores GABA 4 na FH.

A FH conecta-se com um nimero relativamente pequeno de estruturas subcorticais de
maneira reciproca (AMARAL; WITTER, 1995) e entre essas estruturas pode-se destacar uma
em especial que também integra o sistema limbico e é responsédvel pela principal via aferente
subcortical hipocampal, a drea septal.

A via septo-hipocampal origina-se no complexo ASM/BDB (édrea septal medial/banda
diagonal de Broca) e apresenta como seu principal neurotransmissor a acetilcolina, seguido
pelo GABA (4cido 7y-aminobutirico) e glutamato (AMARAL; KURZ, 1985; WAINER et al.,
1985; BRASHEAR et al., 1986; SOTTY et al., 2003, COLOM et al., 2005).

Fibras septais dirigem-se para a FH e terminam, essencialmente, em todos os campos
do giro denteado (AMARAL; WITTER, 1995). A ASM também recebe aferéncias
hipocampais, mais especificamente de determinadas subpopulacdes de neurdnios ndo-
principais (ALONSO e KOHLER, 1982; SCHWERDTFEGER E BUHL, 1986). Entretanto,
neurdnios piramidais do hipocampo projetam-se principalmente para a drea septal lateral
(ALONSO; KOHLER, 1982; LERANTH; FROTSCHER, 1989). Téth e Freund (1992)
mostraram que, pelo menos parte dos neurdnios hipocampais que se projetam para a ASM sao

GABAérgicos e que a maioria dos terminais hipocampo-septais efetuam contatos sindpticos



também com neurdnios GABAérgicos (LERANTH; FROTSCHER, 1989). Esses neurdnios
GABAérgicos da ASM projetam-se de volta para o hipocampo, e inervam preferencialmente
os neurdnios hipocampais nao-principais (FREUND; ANTAL, 1988; GULYAS et al., 1991).
Além disso, Amaral e Witter (1995) mostraram que também neurdnios glutamatérgicos
integram a via hipocampo-septal.

A integridade das aferéncias da ASM para o hipocampo € responsavel pela geracao,
assim como pela manutencdo do ritmo teta hipocampal (FARIS; SAINSBURY, 1990;
BUZSAKI, 2002), um potencial de campo periddico implicado na atencdo e memoria.
Acredita-se que o componente colinérgico seja responsavel pela modulacdo da amplitude
enquanto que o componente GABAérgico regularia sua freqiiéncia (LEE et al., 1994;
APARTIS et al., 1998). Além disso, a conexao reciproca entre ASM e hipocampo seria
também responsdvel pelas oscilagdes teta hipocampais (BUZSAKI et al., 1983; DRAGOI et
al., 1999).

O ritmo teta apresenta uma freqiiéncia de 4-12 Hz, é também chamado de atividade
ritmica lenta (ARL), e coincide com a atividade muscular fasica, a qual ocorre durante a
locomocgdo ou alteracdo postural. Por outro lado, durante a manutencdo da postura estatica,
mesmo que um esforco muscular considerdvel seja requerido, como o que se observa na IT,
predomina a atividade irregular lenta de grande amplitude (AIL) (VANDERWOLF, 1988).

Klemm (1970) demonstrou que, durante episédios de IT em coelhos, o ritmo teta
hipocampal foi reduzido, e que a estimulacdo sensorial evocou ritmo teta transitorio. Os
coelhos apresentam ritmo teta hipocampal distinto durante a recuperacdo do reflexo de
endireitamento, o que caracteriza o fim do episédio de IT. Harper (1971) e Hatton et al.
(1975) verificaram que nao houve mudanca imediata no registro do eletroencefalograma
(EEG) coincidente com a indugdo da IT. Segundo Klemm (1971), o aparecimento da AIL no

hipocampo e no neocértex de coelhos ap6s um longo periodo de IT poderia corresponder a



reducdo da inibicdo exercida por essas estruturas sobre regides reticulares bulbares. Acredita-
se ainda, que a ocorréncia do ritmo teta relacionado com eventos sensoriais, indique que os
animais apresentam a mesma habilidade de processar informagdes sensoriais que os animais
que ndo estejam em IT (WHISHAW et al., 1982). Isso parece ser vantajoso, pois desta
maneira o animal mantém a capacidade de perceber e aproveitar as possiveis oportunidades de
fuga.

Monmaur e Breton (1991) e Monmaur et al. (1997) demonstraram que, a injecio de
carbacol no complexo septal, em uma dose que facilita o ritmo teta hipocampal, resulta em
um aumento na atividade de levantar do animal, enquanto que a atropina bloqueou esse
comportamento. Da mesma maneira, resultados encontrados no laboratério mostraram que o
pré-tratamento da ASM com o agonista muscarinico carbacol promove uma reducdo na
duracdo dos episddios de IT, enquanto que a microinjecao prévia com atropina reverte esse
efeito.

Resultados semelhantes foram relatados por Dudar et al. (1979) que observaram um
aumento significativo da liberacdo de acetilcolina do hipocampo durante estimulagdo
sensorial e a movimentacdo em ratos. J4 Flicker e Geyer (1982) demonstraram que
microinjecdes continuas do agonista colinérgico, carbacol, aplicadas bilateralmente no
hipocampo dorsal de ratos, provocam um aumento dose-dependente na atividade locomotora
e no comportamento de levantar desses animais. Além disso, esse efeito foi antagonizado pela
co-inje¢cdo de uma dose inefetiva de atropina, sugerindo que o controle da atividade
locomotora poderia, em alguns casos, depender da ativagdo dos receptores muscarinicos
hipocampais (FLICKER; GEYER, 1982).

Esses dados estdo em concordancia com os resultados encontrados por Baptista
(2000), o qual mostrou que a microinje¢do de carbacol na FHD de cobaias promoveu uma

diminui¢do na duracdo dos episddios de IT, comportamento este contririo a atividade



locomotora do animal. Também neste caso, a prévia microinjecdo de atropina, numa dose que
“per se” ndo promoveu alteracdo nesse comportamento, foi capaz de prevenir essa resposta.
Em uma dose maior, entretanto, a atropina promoveu um aumento no tempo de permanéncia
em IT, indicando a efetiva participac¢do de receptores muscarinicos. Esses resultados sugerem
que a estimulag@o do sistema colinérgico da FHD estaria inibindo a resposta comportamental
defensiva de IT, enquanto que o bloqueio colinérgico seria responsavel pelo aumento na
duracdo dessa resposta comportamental.

A ablacdo bilateral do hipocampo dorsal (WOODRUPFF et al.,1975) e a administragdo
do agente anticolinérgico escopolamina via sistémica (WOODRUPFF et al., 1976) aumentaram
a susceptibilidade e a duracdo da IT em coelhos. O hipocampo poderia entao, funcionar nao
somente de maneira a inibir o movimento, mas também como parte de um sistema que
atenuaria a IT, permitindo ao animal iniciar outro comportamento (WOODRUFF et al., 1975).
Além das evidéncias da participacdo do sistema colinérgico na modulagdo da resposta de IT
(WOODRUFF et al., 1976; MENESCAL-DE-OLIVEIRA; HOFFMANN, 1993; BAPTISTA,
2000), também fazem parte da modulagdo desse comportamento, varios outros sistemas de
neurotransmissores, tais como serotoninérgico (HISAMITSU et al., 1992; MONASSI;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2004; LEITE-PANISSI et al, 2006), adrenérgico
(THOMPSON; JOSEPH, 1978), GABAérgico (MONASSI et al., 1999; LEITE-PANISSI;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2002), dopaminérgico (ETTINGER; THOMPSON, 1978), e
encefalinérgico (FARABOLLINI et al., 1990).

Uma interagdo entre trés desses sistemas neurotransmissores (colinérgico,
opioidérgico e GABAérgico) ja foi descrito na modulagdo do comportamento de IT em pelo
menos duas estruturas encefélicas, a substincia cinzenta periaquedutal ventrolateral (SCP vl)
e o nucleo central da amigdala (MONASSI et al., 1999; LEITE-PANISSI; MENESCAL-DE-

OLIVEIRA, 2002). Monassi et al. (1999) sugerem que na SCP vl existe um mesmo circuito



de neurotransmissores responsdvel tanto pela modulacio da IT em cobaias, quanto pela
regulacdo da antinocicepcdo. Acredita-se que na SCP vl a microinjecdo de carbacol ativaria
neurdnios opioidérgicos, os quais por sua vez, inibiriam neurénios GABAérgicos. Estes
ultimos desinibiriam neurdnios de eferéncia da SCP vl e promoveriam a ativagdo de uma via
descendente que possivelmente modula a resposta de IT.

No niucleo central da amigdala as estimulagdes colinérgica, opioidérgica e
GABAérgica teriam acdes inibitérias sobre os episédios de imobilidade em cobaias,
diferentemente do que ocorre na SCP vl. No nicleo central da amigdala, sugeriu-se haver uma
interacdo colinérgica-opioidérgica que seria responsdvel pela modulagdo da resposta
defensiva de IT e que o circuito GABAé&rgico nessa estrutura participaria de maneira tonica e
inibitéria da modula¢do desse comportamento em cobaias. Finalmente, foi proposto que no
nicleo central da amigdala a administracio de morfina ou muscimol ativariam o mesmo
circuito neuronal envolvido na modulagcdo da resposta de IT. Assim, é possivel que a acao
opidide na modulacdo da IT no nicleo central da amigdala ndo ocorra por inibi¢cdo do sistema
GABAérgico como proposto para a SCP vl, pois tanto a estimulacdo opioidérgica como a
GABA¢érgica do nucleo central da amigdala promoveram diminui¢do da duragdo da IT.

Dentre as poucas estruturas subcorticais que apresentam conexdes reciprocas com a
FH (AMARAL; WITTER, 1995), a amigdala e a drea septal também estdo relacionados a
modulagdo da resposta comportamental de IT (KINA et al., 1994; LEITE-PANISSI et al.,
1999), a modulacdo da nocicep¢do (SCHVARCZ, 1993; HOSOI et al., 1997; OLIVEIRA;
PRADO, 2001; LEITE-PANISSI et al., 2004), assim como a FHD.

Dessa forma, o intuito do presente trabalho foi averiguar a hipdtese da interacdo na
FHD dos sistemas neurotransmissores (colinérgico, opioidérgico e GABAérgico) na

modulagdo da IT e nocicepcdo, semelhante ao que ocorre em outras estruturas do sistema



nervoso central. Além disso, outro aspecto abordado foi a possivel intera¢do funcional entre a

FHD e a ASM na modulagao da IT em cobaias.



2) OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram avaliar, na formagao hipocampal dorsal (FHD) de cobaias:

- a participacdao do sistema GABAérgico e opioidérgico na modulagdo da resposta
defensiva de IT;

- a participagdo dos sistemas opioidérgico, GABAérgico e colinérgico na resposta
nociceptiva avaliada pela resposta de vocaliza¢ao induzida por um estimulo nocivo periférico;

- a interagdo entre os sistemas colinérgico, opioidérgico e GABAérgico na modulacao
do comportamento de IT e na nocicepg¢ao;

- um possivel envolvimento da conexdo funcional com a ASM na modulacdo da

resposta comportamental de IT.



3) MATERIAIS E METODOS

3.1) Animais

Foram utilizadas 242 cobaias (Cavia porcellus) machos adultos de 400-500 g
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto/USP. Os animais foram
mantidos em caixas plésticas (56 x 37 x 39 cm) forradas com maravalha e em grupos de
cinco. Os animais receberam dgua e alimento (rac@o para cobaia e capim fresco) ad libitum e
permaneceram em condigdes controladas de fotoperiodo (12/12 h) e temperatura (24 + 1 °C).
Esse trabalho foi submetido e aprovado (proc. n° 032/2004) pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal (CETEA) desta faculdade.

3.2) Delineamento Experimental

As representacdes esquemadticas referentes aos procedimentos realizados em cada um
dos experimentos estao ilustrados nos diagramas 1 e 2.

Nos experimentos referentes ao teste comportamental de IT (experimentos 1 e 3)
foram utilizados 138 animais, enquanto que, para o experimento referente ao teste
algesimétrico de vocalizagdo (experimento 2) foram utilizados 104 animais. Todos os animais
utilizados neste trabalho foram submetidos a cirurgia para a implantacdo bilateral de canulas-
guia na FHD por procedimento estereotdxico. Nos animais do experimento 3 foram

implantadas também canulas-guia na ASM.

Diagrama 1: Representacdo esquemadtica dos procedimentos realizados para a medida da
duracdo da resposta comportamental de IT (experimentos 1 e 3). No primeiro dia foi realizado
o experimento controle, no qual os animais foram submetidos a cinco manobras de inversao

postural e contencao para a determinagdo da duracdo da resposta de IT. No dia seguinte, esses



animais foram submetidos ao procedimento estereotdxico para implante de canulas-guia na(s)
estrutura(s) em estudo. Nos dias que se seguiram a cirurgia (5-6 dias) os animais passaram por
um periodo de recuperac¢do no biotério do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP. Ap6s
esse periodo foi realizado o procedimento “sham” e no dia seguinte, a microinje¢ao da droga.
Em alguns grupos foi realizada uma segunda microinjecdo apds 24 horas. Ao término do

experimento foi realizada a perfusdo intracardiaca e remog¢ao do encéfalo.
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Diagrama 2: Representacdo esquematica dos procedimentos realizados no teste algesimétrico
de vocalizacdo (experimento 2). Os animais foram submetidos ao procedimento estereotaxico
no primeiro dia, passaram por um periodo de recuperacdo (5-6 dias) e foram entao submetidos
ao teste algesimétrico de vocalizacdo. Ao término do experimento foi realizada a perfusdo

intracardiaca e remog¢do do encéfalo.
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3.3) Imobilidade Tonica

O procedimento de IT foi realizado somente pela manha para evitar interferéncia de
flutuagdes circadianas na sensibilidade do animal. Em uma sala experimental, os animais
foram colocados em uma calha em forma de “V” acolchoada com espuma onde
permaneceram de 15 a 20 min para habituacdo. Durante o procedimento experimental, a sala
permaneceu na penumbra e com o condicionador de ar ligado para que houvesse um ruido
constante. A indu¢@o da IT consistiu na inversao postural e contencdo manual do animal até
que este nao mais apresentasse resisténcia a postura invertida (decubito dorsal). As maos que
estavam sobre o animal foram removidas e a duragdo do episédio de IT foi cronometrado até
0 momento em que o animal retornasse a sua postura habitual. A manobra da IT foi realizada
cinco vezes em cada animal e entre o término de um episédio e nova manobra de indugao
houve um intervalo aleatério de 40-90 s. Somente foram utilizados nos experimentos 1 e 3
aqueles animais que foram considerados susceptiveis, ou seja, aqueles animais que
permaneceram, em média, pelo menos 45 s na postura de IT no primeiro dia de experimento

(controle).

3.4) Teste Algesimétrico de Vocalizacao

Um par de eletrédios de aco-inox ndo isolados (0,3 mm de didmetro externo e 15 mm
de comprimento) foi implantado na regido subcutanea da coxa do animal para a emissdo do
estimulo periférico nocivo. Em seguida, a cobaia foi semi-contida numa caixa de acrilico
preenchida com espumas de nylon. Apds o tempo de habituacdo (10 a 15 min), os animais
foram submetidos a estimulacdo periférica nociva (choque liberado por um gerador de
corrente na regido subcutanea da coxa) proferido por um estimulador de ondas quadradas
(confeccionado na FMRP/USP). A estimulacdo nociva de duracdo de trés segundos

apresentava as seguintes caracteristicas: freqiiéncia de 100 Hz, duracdo de 5 ms e intensidade



de 0,5 a 4 V, o que corresponde aproximadamente a uma corrente de 0,6 a 4 mA.
Inicialmente, os estimulos eram de 0,5 V e a intensidade aumentava progressivamente (de 0,5
em 0,5 V) até que se determinasse o limiar de vocaliza¢do do animal. O limiar de vocalizagcao
foi estabelecido como sendo a menor intensidade capaz de induzir uma resposta de
vocaliza¢do apoés trés estimulacdes consecutivas. Estabelecido este limiar, duas estimulagdes
subseqiientes foram aplicadas para a obtencdo da linha de base (registro controle). As drogas
foram entdo microinjetadas na FHD e a amplitude da vocalizacdo foi registrada em um
poligrafo nos intervalos de tempo de 2, 5, 15, 30, 45 e 60 minutos. O registro da vocalizagao
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) em um dos canais do
poligrafo (Nihon Kohden), que converteu a vocalizagdo em um sinal elétrico. O registro das
repostas de vocalizacdo foi feito numa velocidade de 5 mm/s. A amplitude dos picos do
registro grafico € proporcional a intensidade da vocalizacdo do animal, desse modo, a média
dos picos de cada resposta representa um indice confidvel da magnitude da vocalizagcdo. A
vocalizacdo do animal induzida por um estimulo nocivo periférico € interpretada como um

indice de dor.

3.5) Procedimento Cirdrgico

Os animais foram anestesiados com uma associa¢do de cloridrato de cetamina (40
mg/kg) e xilazina (5§ mg/kg) por via intramuscular. Apds a tricotomia e a injecdo subcutanea
de lidocaina com vasoconstritor no dorso da cabeca, os animais foram colocados em um
aparelho estereotdxico para animais de pequeno porte (David-Kopff Instruments, EUA).
Posteriormente, foi realizada uma incisdo média no escalpo seguida da exposi¢do da calota
craniana, na qual foram feitos orificios com auxilio de uma broca odontoldgica acoplada a um

motor elétrico. Em um dos orificios foi rosqueado um parafuso para a fixacdo do capacete de



acrilico. Nos demais orificios foram implantadas canulas-guia confeccionadas a partir de
agulhas hipodérmicas (0,6 mm de diametro externo e 14 mm de comprimento). As canulas-
guia foram posicionadas na FHD (AP: 6,4 mm a partir do Bregma; L: 2,8 e - 2,8 mm a partir
da linha média e P: 7,6 mm a partir da barra auricular) e no experimento 3 também na ASM
(AP: - 1,1 mm a partir do Bregma; L: 0,2 mm a partir da linha média e P: - 6,0 mm a partir da
calota craniana) segundo as coordenadas estereotdxicas do Altas de Rossner para cobaias
(ROSSNER, 1965). A extremidade inferior da cinula-guia foi mantida um mm acima da

regido em estudo e foi fixada com acrilico polimerisavel.

3.6) Experimento “Sham” e Microinjecao Intraencefalica de Drogas

Apés a recuperagdo cirdrgica (5-6 dias), os animais dos experimentos 1 e 3 foram
submetidos ao teste de IT precedido pela procedimento “sham” (controle pds-cirtrgico) e nos
dias que se seguiram a microinje¢do de drogas, respectivamente. O procedimento “sham”
consistiu em inserir a agulha injetora na canula-guia sem que fosse feita a microinjecdo de
droga alguma.

A microinjecdo foi realizada por meio de uma agulha dental (Mizzi, EUA) de 15 mm
de comprimento por 0,3 mm de didmetro externo conectada a uma microseringa Hamilton (10
ul) por meio de um segmento de polietileno de aproximadamente 45 cm. A microinjecdo foi
efetuada durante 60 s e a agulha permaneceu acoplada a canula-guia por mais 40 s, para evitar
o refluxo da solu¢do. A medida da duracdo da IT foi realizada dois minutos apds a
administracdo da droga, ou no caso do bloqueio, apés a administracdo da segunda droga

(agonista).



3.7) Perfusao e Histologia

Apbs o término do experimento, os animais foram anestesiados com tiopental sédico
(50 mg/kg, ip) e foi realizada a perfusao intracardiaca com solucao fisioldgica (0,9%) seguida
de formol (10%). Os encéfalos foram removidos e embebidos primeiramente em
paraformaldeido, por pelo menos 48 h, e posteriormente em sacarose, por pelo menos 24 h.
Foram realizados cortes coronais de 40 um de espessura e as laminas foram coradas pela

técnica de Nissl.

3.8) Drogas

As drogas que foram microinjetadas, morfina (sulfato de morfina; MOR), naloxone
(hidrocloreto de naloxone; NAL), muscimol (MUS), bicuculina (bicuculline methiodide;
BIC), lidocaina (cloridrato de lidocaina; LID) e carbacol (cloridrato de carbamilcolina; CCh)
foram obtidas da Sigma (St. Louis, MO, EUA), e a atropina (sulfato de atropina; ATR) foi
obtida da Merck Sharp and Dohme (Darmstadt, Alemanha). Todas as drogas foram
dissolvidas em veiculo (NaCl 0,9%, SAL) proveniente da Samtec Bioecnologia (Ribeirdao
Preto, SP) e o volume aplicado foi o de 0,2 pl em todos os experimentos. As doses utilizadas
foram baseadas em estudos anteriores (KINA et al., 1994, BAPTISTA, 2000; LEITE-
PANISSIT; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2002; LEITE-PANISSI et al., 2004).

As drogas utilizadas no procedimento cirdrgico foram o cloridrato de cetamina
(Agener Unido, Embu-Guagu, SP), a xilazina da (Laboratérios Calier SA, Barcelona,
Espanha) e a lidocaina (cloridrato de lidocaina + epinefrina) (DFL Industria e Comércio SA,

Rio de Janeiro, RJ).



3.9) Grupos experimentais

EXPERIMENTO 1: EFEITO DA MICROINJECAO DE AGONISTAS E ANTAGONISTAS OPIOIDERGICOS,
GABAERGICOS E COLINERGICOS NA FHD SOBRE A RESPOSTA COMPORTAMENTAL DEFENSIVA DE

IMOBILIDADE TONICA EM COBAIAS

Todos os grupos experimentais foram submetidos ao teste de susceptibilidade
(experimento controle) e “sham” (procedimento ficticio) anteriormente as microinje¢des das
drogas.

Para avaliar a participacdo opioidérgica da FHD sobre a modulagdo da resposta
comportamental de IT em cobaias, foi realizada a microinjecdo do agonista opioidérgico
morfina, nas doses de 1,1 e 2,2 nmol e do antagonista opioidérgico naloxone na dose de 1,3
nmol. Além disso, também realizamos o bloqueio opioidérgico por meio da administragdo do
antagonista, seguida da microinje¢do do agonista.

Grupo I: os animais receberam microinjecdo de solucao salina (NaCl 0,9%) na FHD (n=8).
Grupo 2: os animais receberam microinjecdo de morfina (1,1 nmol) na FHD (n=8) .

Grupo 3: os animais receberam microinjecdo de morfina (2,2 nmol) na FHD (n=9).

Grupo 4: os animais receberam microinjecdo de naloxone (1,3 nmol) na FHD (n=6).

Grupo 5: os animais receberam microinje¢do de morfina (2,2 nmol) na FHD no primeiro dia
apos o experimento “sham”. No segundo dia, os animais receberam microinjecdo de naloxone
(1,3 nmol) na FHD, seguido da microinje¢do de morfina (2,2 nmol) apds 10 minutos (n=9).

Para avaliar a participagdio GABAérgica da FHD sobre a modulagdo do
comportamento de IT em cobaias, foi realizada a microinje¢cao do antagonista GABAérgico
bicuculina nas doses de 0,2 e 1 nmol e do agonista GABAérgico muscimol nas doses de 0,5 e

1,0 nmol.



Grupo 6: os animais receberam microinjecao de bicuculina nas doses de 0,2 e 1 nmol na FHD
em dias consecutivos (n=13).
Grupo 7: os animais receberam microinjecao de muscimol (0,5 nmol) na FHD (n=9).
Grupo 8: os animais receberam microinjecao de muscimol (1,0 nmol) na FHD (n=7).
Para o estudo da interagdo entre os sistemas colinérgico e opioidérgico da FHD sobre
a modulacdo do comportamento de IT, foi realizado o bloqueio opioidérgico por meio da
administracdo do antagonista naloxone, seguida da microinje¢do do agonista colinérgico
muscarinico carbacol.
Grupo 9: os animais receberam microinje¢ao de carbacol (2,7 nmol) na FHD no primeiro dia
apo6s o experimento “sham”. No segundo dia, os animais receberam microinjecao de naloxone
(1,3 nmol) na FHD, seguido da microinjecdo de carbacol (2,7 nmol) apés 10 minutos (n=10).
Para avaliar a interacdo entre os sistemas opioidérgico e GABAérgico da FHD sobre a
modulacdo do comportamento de IT foi realizada a microinjecio do agonista GABAérgico
muscimol, seguida da microinjecao do agonista opioidérgico morfina.
Grupo 10: os animais receberam microinje¢do de morfina (2,2 nmol) na FHD no dia seguinte
ao experimento “sham”. No dia posterior, os animais receberam microinjecdo de muscimol

(0,5 nmol) na FHD, seguido da microinje¢do de morfina (2,2 nmol) apds 10 minutos (n=9).

EXPERIMENTO 2: EFEITO DA MICROINJECAO DE AGONISTAS E ANTAGONISTAS OPIOIDERGICOS,
GABAERGICOS E COLINERGICOS NA FHD SOBRE A NOCICEPCAO AVALIADA PELA RESPOSTA DE

VOCALIZACAO INDUZIDA POR UM ESTIMULO NOCIVO PERIFERICO EM COBAIAS

Para verificar a participacdo do sistema opidide da FHD na modulacdo da nocicep¢ao

induzida pela estimulag¢do nociva periférica, os animais receberam microinje¢des do agonista



opioidérgico morfina (1,1 e 2,2 nmol), do antagonista opioidérgico naloxone (1,3 nmol) e do
bloqueio opidide (NAL+MOR).

Grupo I: os animais receberam microinje¢do de solu¢do salina (NaCl 0,9%) na FHD (n=6).
Grupo 2: os animais receberam microinjecdo de morfina (1,1 nmol) na FHD (n=6).

Grupo 3: os animais receberam microinjecao morfina (2,2 nmol) na FHD (n=7).

Grupo 4: os animais receberam microinjecdo de naloxone (1,3 nmol) na FHD (n=7).

Grupo 5: os animais receberam microinje¢do de naloxone (1,3 nmol) seguido pela
microinje¢ao de morfina (2,2 nmol) na FHD (n=7).

Para verificar a participacdo do sistema GABAérgico da FHD na modula¢do da
nocicepcao induzida pela estimulagdo nociva periférica, foram utilizados o antagonista
GABAZérgico bicuculina em duas doses diferentes (0,2 e 1 nmol) e o agonista GABAérgico
muscimol nas doses de 0,5 e 1,0 nmol.

Grupo 6: os animais receberam microinjecao de bicuculina (0,2 nmol) na FHD (n=7).
Grupo 7: os animais receberam microinjecdo de bicuculina (1,0 nmol) na FHD (n=8).
Grupo 8: os animais receberam microinjecao de muscimol (0,5 nmol) na FHD (n=9).
Grupo 9: os animais receberam microinjecao de muscimol (1,0 nmol) na FHD (n=7).

Para verificar a participagdo do sistema colinérgico da FHD na modulagdao da
nocicep¢do induzida pela estimulagdo nociva periférica, os animais receberam microinjecoes
do agonista colinérgico carbacol (2,7 nmol), do antagonista colinérgico atropina (0,7 nmol) e
foi também realizado o bloqueio colinérgico por meio da administracdo do antagonista
seguido da microinjecao do agonista.

Grupo 10: os animais receberam microinjecao de carbacol (2,7 nmol) na FHD (n=8).
Grupo 11: os animais receberam microinjecao de atropina (0,7 nmol) na FHD (n=7).
Grupo 12: os animais receberam microinjecdo de atropina (0,7 nmol) seguida apds 10

minutos de carbacol (2,7 nmol) na FHD (n=7).



Para verificar a interagdo entre os sistemas colinérgico e opioidérgico da FHD na
modulacdo da nocicep¢ao induzida pela estimulagdo nociva periférica, os animais receberam
a microinjecdo do antagonista opioidérgico naloxone, seguida pela microinje¢cdo do agonista
muscarinico carbacol.

Grupo 13: os animais receberam microinjecao de naloxone (1,3 nmol) e apdés 10 minutos
receberam a microinje¢do de carbacol (2,7 nmol) na FHD (n=9).

Para verificar a interacdo entre os sistemas opioidérgico e GABAérgico da FHD na
modulacdo da nocicep¢ao induzida pela estimulagdo nociva periférica, os animais receberam
a microinjecdo do agonista GABAérgico muscimol, seguida pela microinjecao do agonista
opioidérgico morfina.

Grupo 14: os animais receberam microinjecdo de muscimol (0,5 nmol) seguido pela

microinje¢dao de morfina (2,2 nmol) na FHD (n=9).

EXPERIMENTO 3: ESTUDO DA CONEXAO FUNCIONAL ENTRE FHD E ASM NA MODULACAO DA

IMOBILIDADE TONICA INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE

Nesse experimento foi avaliada uma possivel interacdo funcional entre FHD e ASM
sobre a modulacdo do comportamento de IT. Inicialmente foram realizados os seguintes
grupos controles:

Grupo I: os animais receberam microinjecdo de salina (NaCl 0,9%) na FHD e apés 10
minutos receberam a microinjecao de salina (NaCl 0,9%) na ASM (n=5).

Grupo 2: os animais receberam microinjecao de salina (NaCl 0,9%) na FHD seguida apds 10
minutos de carbacol (5,4 nmol) na ASM (n=6).

Grupo 3: os animais receberam microinjecdo de salina (NaCl 0,9%) na FHD e apés 10

minutos receberam a microinjecao de muscimol (1,0 nmol) na ASM (n=6).



Posteriormente, foram realizados dois grupos experimentais nos quais a FHD foi
inibida pela microinje¢ao de lidocaina ou atropina e a ASM foi estimulada pelo carbacol.
Grupo 4: os animais receberam microinjecao de lidocaina (2%) na FHD e apdés 10 minutos
receberam a microinje¢do de carbacol (5,4 nmol) na ASM (n=7).

Grupo 5: os animais receberam microinjecao de atropina (0,7 nmol) na FHD seguida ap6s 10
minutos de carbacol (5,4 nmol) na ASM (n=6).

Na ultima parte do experimento, foi realizado o bloqueio (com lidocaina ou muscimol)
da ASM seguido da estimulacao colinérgica da FHD.

Grupo 6: os animais receberam microinje¢do de lidocaina (2%) na ASM e ap6s 10 minutos
receberam a microinje¢do de carbacol (2,7 nmol) na FHD (n=13).
Grupo 7: os animais receberam microinjecdo de muscimol (1,0 nmol) na ASM seguida apds

10 minutos de carbacol (2,7 nmol) na FHD (n=7).

3.10) Analise dos resultados

Os resultados dos experimentos referentes IT foram expressos como média (referente
aos valores médios das duracdes dos cinco episddios de IT) e erro padrdo da média (EPM). A
duracdo da IT (em segundos), foi analisada por meio da Andlise de Variancia para Medidas
Repetidas (ANOVA RM) e as diferencas encontradas foram identificadas pelo pds-teste de
Duncan.

Nos experimentos referentes ao teste de vocalizacao, mediu-se a amplitude dos picos
do registro poligrafico e a média de cada resposta foi interpretada como sendo uma medida
quantitativa de nocicepg¢ao. Os resultados (em milimetros) foram transformados em indice de
vocalizacdo (Ivoc) utilizando-se a férmula: Ivoc = (média de vocalizacdo — valor da linha de
base) / valor da linha de base. Para a comparagcdo dos grupos experimentais, foi realizada a

andlise de variancia de duas vias para medidas repetidas (Two Way RM ANOVA), nas quais



as varidaveis foram tempo (fator repetido) e tratamento (fator independente), seguido, quando
necessario pelo pos-teste de Duncan.
Para todos os experimentos, os dados foram considerados estatisticamente

significantes para p<0,05. O programa estatistico utilizado foi o Sigma Stat versao 3.1.



4) RESULTADOS

4.1) Experimento 1

EFEITO DA MICROINJECAO DE AGONISTAS E ANTAGONISTAS OPIOIDERGICOS, GABAERGICOS E
COLINERGICOS NA FHD SOBRE A RESPOSTA COMPORTAMENTAL DEFENSIVA DE IMOBILIDADE TONICA
EM COBAIAS

A média dos episddios de IT dos animais (grupo 1) que receberam o pré-tratamento do
veiculo (SAL, 170 + 25,0 s) na FHD nao diferiu significativamente (p>0,05) dos
experimentos controle (191+ 32,2 s) e “sham” (162 £ 26,1 s). Os dados estio representados na
figura 1A.

Nossos resultados mostraram que apds receberem a microinjecdo de 1,1 nmol de
morfina (grupo 2), o tempo de permanéncia em IT foi reduzido significativamente
(F2.14=4,610, p=0,029). Os valores encontrados foram: controle 120+ 36,6 s, “sham” 122 +
45,3 s e morfina 76 £+ 28,1 s (figura 2A).

Uma diferenga ainda maior (F2.16=12,178, p<0,001) foi encontrada no grupo que
recebeu a dose de 2,2 nmol de morfina (grupo 3). Apés a aplicacdo de morfina a duragdo da
IT diminuiu para 40 £ 9,7 s (figura 3A), comparado com seu controle (134 + 19,9 s) e “sham”
(125 £ 30,9 s).

A microinje¢do de 1,3 nmol do antagonista opioidérgico naloxone (grupo 4), por sua
vez, ndo alterou os resultados obtidos anteriormente a sua aplicagdao (p>0,05). As duracdes
dos episddios de IT encontradas foram: controle 74 + 15,2 s, “sham” 93 + 18,2 s e naloxone
128 + 33,9 s (figura 4A).

Para a realizacdo do bloqueio opioidérgico, os animais foram pré-tratados com

morfina no primeiro dia de experimento e no segundo dia receberam a microinjecdo de



naloxone seguido pela morfina (grupo 5). A andlise estatistica (F324=12,303, p<0,001)
mostrou que apds receberem microinje¢des bilaterais de 2,2 nmol de morfina, os animais
diminuiram o tempo de permanéncia em IT (figura 5A), assim como observado no grupo 3. O
bloqueio realizado com o naloxone preveniu os efeitos da morfina, mantendo a durac¢ao da IT
semelhante aos dos procedimentos controle e “sham”. Os valores encontrados foram: controle
178+ 37,4 s, “sham” 157 + 38,1 s, morfina (2,2 nmol) 81 *+ 15,8 s e naloxone (1,3 nmol) +

morfina (2,2 nmol) 171 + 36,3 s.
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Figura 1: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=8) em situagdo controle, apos o
procedimento cirirgico (sham) e apos a microinjegao bilateral de SAL (0,9%) na FHD (grupo
1). As barras verticais representam o EPM. B) Desenho esquematico de secgoes frontais de
niveis representativos da FHD de cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas as
microinje¢des. FHD - formagdo hipocampal dorsal, FHV - formagao hipocampal ventral, NPT
- nucleo posterior do talamo.
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Figura 2: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=8) em situagdo controle, apos o
procedimento cirirgico (sham) e apos a microinjegao bilateral de MOR 1,1 nmol (grupo 2) na
FHD. As barras verticais representam o EPM. * p<0,05 comparado com grupo controle e
sham. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da FHD de
cobaias com a projec¢ao dos pontos onde foram realizadas as microinjegdes. FHD - formagao
hipocampal dorsal, FHV - formagéao hipocampal ventral, NPT - nucleo posterior do talamo.
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Figura 3: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=9) em situagdo controle, apos o
procedimento cirirgico (sham) e apos a microinjegao bilateral de MOR 2,2 nmol (grupo 3) na
FHD. As barras verticais representam o EPM.* p<0,05 comparado com grupo controle e
sham. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da FHD de
cobaias com a projec¢ao dos pontos onde foram realizadas as microinjegdes. FHD - formagao
hipocampal dorsal, FHV - formagéao hipocampal ventral, NPT - nucleo posterior do talamo.
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Figura 4. A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=6) em situagdo controle, apos o
procedimento ciriirgico (sham) e apos a microinje¢fo bilateral de NAL 1,3 nmol (grupo 4) na
FHD. As barras verticais representam o EPM. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de
niveis representativos da FHD de cobaias com a proje¢ao dos pontos onde foram realizadas as
microinjegdes. FHD - formagdo hipocampal dorsal, FHV - formagao hipocampal ventral, NPT

- nucleo posterior do talamo.
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Figura 5: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=9) em situagdo controle, apos o
procedimento cirurgico (sham), apds a microinjegdo bilateral de 2,2 nmol de MOR e apos o
1,3 nmol de NAL seguido por 2,2 nmol de MOR na FHD. As barras verticais representam o
EPM.*p<0,05 comparado com os demais grupos. B) Desenho esquematico de secgdes frontais
de niveis representativos da FHD de cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas
as microinjegdes. FHD - formagao hipocampal dorsal, FHV - formagido hipocampal ventral,
NPT - nucleo posterior do talamo.



Apbs receberem, em dias consecutivos, microinje¢cdes do antagonista GABAérgico
bicuculina nas doses de 0,2 e de 1 nmol, a duracdo da IT diminuiu nas cobaias (F336=11,577,
p<0,001). Os valores encontrados para o grupo 6 foram: controle 306+ 62,0 s, “sham” 288 +
75,6 s, bicuculina 0,2 nmol 102 £ 28,4 s e bicuculina 1,0 nmol 82 + 29,1 s (figura 6A).

Em relac@o a microinjecao do agonista GABAérgico muscimol (grupos 7 e 8), apenas
demonstraram um aumento no tempo de permanéncia em IT aqueles animais que receberam a
dose maior da droga (figura 8A). A média dos episddios de IT dos animais que receberam a
microinje¢do bilateral de 0,5 nmol de muscimol (96 + 14,4 s) na FHD (figura 7A) nao diferiu
significativamente (p>0,05) dos experimentos controle (106 £ 18,7 s) e “sham” (110 £+ 16,6
s). Enquanto que, o grupo de animais que receberam 1,0 nmol de muscimol (316 + 54,1 s)
apresentaram aumento do tempo em relagdo ao seu controle (177 + 36,6 s) e “sham” (159 +

29,8 s) (F2,12=19,107, p<0,001).
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Figura 6: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=13) em situag@ao controle, apds o
procedimento cirurgico (sham) e apds a microinje¢io bilateral de BIC na dose de 0,2 nmol e
de 1 nmol na FHD. As barras verticais representam o EPM. * p<0,05 comparado com grupo
controle e sham. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da
FHD de cobaias com a projegao dos pontos onde foram realizadas as microinje¢des. FHD -
formagdo hipocampal dorsal, FHV - formagédo hipocampal ventral, NPT - nucleo posterior do
talamo.
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Figura 7. A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=9) em situagdo controle, apos o
procedimento cirirgico (sham) e apos a microinjegéo bilateral de MUS (0,5 nmol) na FHD. B)
Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da FHD de cobaias com a
proje¢ao dos pontos onde foram realizadas as microinje¢gdes. FHD - formagdo hipocampal
dorsal, FHV - formag@o hipocampal ventral, NPT - nticleo posterior do talamo.
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Figura 8: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=7) em situagdo controle, apos o
procedimento cirirgico (sham) e apds a microinjecdo bilateral de MUS (1,0 nmol) na FHD
(grupo 8). B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da FHD de
cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas as microinjegdes. FHD - formagdo
hipocampal dorsal, FHV - formagao hipocampal ventral, NPT - nicleo posterior do tdlamo.



Em relacdo ao bloqueio dos receptores opioidérgicos e estimulacdo dos receptores
colinérgicos, nossos resultados mostraram que a microinjecao bilateral de carbacol na FHD de
cobaias produziu uma diminuicao da duragao dos episddios de IT (figura 9A) comparado com
os procedimentos controle, “sham” e NAL+CCh (grupo 9). Os valores encontrados foram:
controle 288 + 55,4 s, “sham” 305 + 63,8 s, carbacol 129 + 33,7 s e NAL + CCh 299 + 70,2 s

(F3.27=19,255, p<0,001).
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Figura 9: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=10) em situagdao controle, apds o
procedimento cirnirgico (sham), apds a microinjegdo bilateral de 2,7 nmol de CCh e apos a
miroinje¢@o de 1,3 nmol de NAL seguida por 2,7 nmol de CCh na FHD (grupo 9). As barras
verticais representam o EPM. * p<0,05 comparado com os demais grupos. B) Desenho
esquematico de sec¢des frontais de niveis representativos da FHD de cobaias com a projegéo
dos pontos onde foram realizadas as microinjegdes. FHD - formagao hipocampal dorsal, FHV
- formag@o hipocampal ventral, NPT - nicleo posterior do talamo.



No grupo 10 os animais receberam microinjecdo de um agonista GABAérgico
(muscimol) e posteriormente a microinjecio de um agonista opioidérgico (morfina). A
microinje¢do isolada de 1,1 nmol de morfina na FHD de cobaias produziu uma diminuic¢ao na
duragdo dos episddios de IT (F324=18,995, p<0,001). A microinjecdo prévia de muscimol
preveniu a reducdo do tempo de permanéncia em IT, resultado semelhante ao encontrado nos
demais procedimentos experimentais (controle e ‘“sham”). Os valores encontrados foram:
controle 132 + 21,2 s, “sham” 123 + 22,8 s, morfina 51 + 11,3 s e MUS+MOR 119 + 21,5 s
(figura 10A).

As figuras 1 a 10 (B) representam as localiza¢des esquemadticas das microinje¢des de

cada um dos grupos experimentais estudados.



>

200
o~
<
)
—
=
=
e 100
=
>
®
&
=
[

0

[] Controle @ Sham [[] MOR (2,2 nmol) § MUS + MOR

e

Al f';;“ MG e W AP =52
U{(ﬂ - /- Er - =I mm
il Al
AP =58
AP =64
AP =7,0
AP =76

Figura 10: A) Média dos episodios de IT (s) em cobaias (n=9) em situagdao controle, apds o
procedimento cinirgico (sham), apos a microinje¢ao bilateral de 2,2 mol de MOR e apos a
microinje¢do de 0,5 nmol de MUS seguido por 2,2 nmol de MOR na FHD (grupo 10). As
barras verticais representam o EPM.*p<0,05 comparado com os demais grupos. B) Desenho
esquematico de sec¢des frontais de niveis representativos da FHD de cobaias com a projegéo
dos pontos onde foram realizadas as microinjegdes. FHD - formagao hipocampal dorsal, FHV
- formag@o hipocampal ventral, NPT - nicleo posterior do talamo.



4.2) Experimento 2

EFEITO DA MICROINJECAO DE AGONISTAS E ANTAGONISTAS OPIOIDERGICOS, GABAERGICOS E
COLINERGICOS NA FHD SOBRE A NOCICEPCAO AVALIADA PELA RESPOSTA DE VOCALIZACAO

INDUZIDA POR UM ESTIMULO NOCIVO PERIFERICO EM COBAIAS

Neste experimento os animais receberam uma estimula¢do nociva periférica (choque
na coxa) antes e apos a microinjecdo de drogas. A vocalizacdo foi registrada e os valores
obtidos foram convertidos em indice de vocaliza¢do e foram comparados entre os diferentes
tempos e tratamentos estudados.

Os animais que receberam microinjecdo de morfina (2,2 nmol) na FHD apresentaram
uma diminuicdo da resposta de vocaliza¢do durante a aplicacdo do estimulo npcivo, indicando
um efeito antinociceptivo dessa droga. Este efeito foi bloqueado pela microinje¢cao prévia de
naloxone no mesmo sitio. A microinjecao de morfina em uma dose menor (1,1 nmol) e de
naloxone em uma dose de 1,3 nmol ndo produziram efeito (figura 11). O teste estatistico
“Two Way RM ANOVA” mostrou que existe uma interagdo entre os tempos e tratamentos
estudados (F4,168= 8,179, p<0,001). O pds-teste de Duncan mostrou que aos 2 min nio
houve diferencga significativa entre os grupos experimentais (p>0,05), entretanto, dos cinco
min em diante, houve uma queda acentuada na vocalizacdo no grupo morfina 2,2 nmol em

relac@o aos demais grupos estudados (p<0,05).
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Figura 11: Indice de vocalizagdo (média + EMP) anterior (tempo zero) e posterior (2, 5, 15,
30, 45 e 60 min) a microinjegéo de 0,9% de salina (n=6), de 1,1 nmol de morfina (n=6), de 2,2
nmol de morfina (n=7), de 1,3 nmol de naloxone (n=7) e do bloqueio da morfina 2,2 nmol
com naloxone (1,3 nmol) (n=7). As barras verticais representam o EPM. * p<0,05 comparado
com o mesmo tempo do grupo SAL, MOR 1,1 nmol e NAL+MOR.
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Figura 12: Registro poligrafico da vocalizagdo (amplitude em mm) de um animal
representativo de cada grupo experimental apds a microinjegdo de diferentes drogas na FHD
de cobaias. A) animal pré-tratado com SAL (0,9%);, B) animal pré-tratado com MOR (1,1
nmol); C) animal pré-tratado com MOR (2,2 nmol); D) amimal pré-tratado com NAL (1,3
nmol); E) animal pré-tratado com NAL (1,3 nmol) seguido de MOR (2,2 nmol). As barras
horizontais indicam a duragdo da estimulagdo nociva (3 s) nos diferentes intervalos de tempo
(min). O zero representa o registro de vocalizagdo anterior a microinjegao da(s) droga(s).
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Figura 13: Localizagdo esquematica dos sitios das microinjegdes de: a) 0,9% de solugéo salina
(#, grupo 1), de 1,1 nmol de morfina (®, grupo 2), de 2,2 nmol de morfina (e, grupo 3) e b)
1,3 nmol de naloxone (#, grupo 4), de 1,3 nmol de naloxone seguido de 2,2 nmol de morfina
(A, grupo 5). FHD - formagéo hipocampal dorsal, FHV - formagéo hipocampal ventral, NPT
- nicleo posterior do talamo.



Os proximos grupos realizados receberam microinjecao do antagonista GABAérgico
bicuculina em duas doses 0,2 e 1,0 nmol. Os animais que receberam a dose maior (1,0 nmol)
de bicuculina apresentaram uma resposta antinociceptiva logo nos primeiros dois min apds a
microinje¢do e esse efeito se manteve ao longo do experimento (figura 14). O grupo que
recebeu a menor dose de bicuculina, entretanto, ndo apresentou nenhuma alteracdo no teste
algesimétrico realizado, sendo, seus resultados, semelhantes aos dos animais do grupo salina.
A andlise estatistica mostrou que existe uma interacdo entre os tempos € tratamentos
estudados (F(j2,108= 8,057, p<0,001). Em todos os tempos houve uma diferenca significativa
entre os grupos bicuculina 1,0 nmol e os grupos salina e bicuculina 0,2 nmol (p<0,05) e estes

nao foram diferentes entre si (p>0,05).
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Figura 14: Indice de vocalizagio (média + EMP) anterior (tempo zero) e posterior (2, 5, 15, 45
e 60 min) a microinjegdo de 0,9% de salina (n=6), de 0,2 nmol de bicuculina (n=7) e de 1,0
nmol de bicuculina (n=8). As barras verticais representam o EPM. * p<0,05 comparado com o
mesmo tempo do grupo SAL, BIC 0,2 nmol.
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Figura 15: Registro poligrafico da vocalizagdo (amplitude em mm) de um animal
representativo de cada grupo expenmental apos a microinjegao de diferentes drogas na
formagao hipocampal dorsal de cobaias. A) animal pré-tratado com salina (0,9%); B) animal
pré-tratado com bicuculina (0,2 nmol) e C) animal pré-tratado com bicuculina (1,0 nmol). As
barras horizontais indicam a duragdo da estimulagéo nociva (3 s) nos diferentes intervalos de
tempo (min). O zero representa o registro de vocalizagdo anterior a microinjegdo da(s)
droga(s).
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Figura 16: Localizagio esquematica dos sitios das microinjegoes de: a) 0,2 nmol de bicuculina
(grupoe 6) e b) 1,0 nmol de bicuculina (grupo 7). FHD - formagdo hipocampal dorsal, FHV -
formagdo hipocampal ventral, NPT - ntcleo posterior do talamo.



Em relacdo ao agonista GABAérgico, os resultados obtidos mostraram que a
microinje¢do de muscimol na dose de 1,0 nmol provocou um resposta hiperalgésica por parte
do animal, o que foi comprovado pelo aumento do indice de vocaliza¢do. A dose de 0,5 nmol
de muscimol ndo promoveu alteracdo na resposta de vocalizagdo, ou seja, ndo foi diferente da
encontrada no grupo salina (figura 17).

O teste estatistico “Two Way RM ANOVA” mostrou que houve interagao entre tempo
e tratamento (F(12,114y= 5,035, p<0,001). Nos tempos de dois a 60 min o grupo muscimol 1,0

nmol foi estatisticamente diferente dos grupos salina e muscimol 0,5 nmol (Duncan, p<0,05).
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Figura 17: Indice de vocalizagdo (média + EMP) anterior (tempo zero) e posterior (2, 5, 15,
30, 45 e 60 min) a microinjegdo de 0,9% de salina (n=6), de 0,5 nmol de muscimol (n=9) e de
1,0 nmol de muscimol (n=7). As barras verticais representam o EPM. * p<0,05 comparado
com o mesmo tempo do grupo SAL e MUS 0,5 nmol.
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Figura 18: Registro poligrafico da vocalizagdo (amplitude em mm) de um animal
representativo de cada grupo experimental apos a microinjegdo de diferentes drogas na
formag@do hipocampal dorsal de cobaias. A) animal pré-tratado com salina (0,9%); B) animal
pré-tratado com muscimol (0,5 nmol) e C) animal pré-tratado com muscimol (1,0 nmol). As
barras horizontais indicam a duragdo da estimulagdo nociva (3 s) nos diferentes intervalos de
tempo (min). O zero representa o registro de vocalizagdo anterior a microinjegao da(s)

droga(s).
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Figura 19: Localizagdo esquematica dos sitios das microinje¢des de: a) 0,5 nmol de muscimol
(grupe 8) e b) 1,0 nmol de muscimol {grupo 9). FHD - formagdo hipocampal dorsal, FHV -
formagdo hipocampal ventral, NPT - ntcleo posterior do talamo.



A estimulacdo colinérgica da FHD com o carbacol promoveu uma diminui¢do no
indice de vocalizacdo medido, indicando que o carbacol produziu antinocicep¢do. A prévia
microinjec¢do de atropina foi capaz de bloquear essa resposta, enquanto que a atropina por si
s6 nao promoveu nenhuma modificagdao no indice registrado (figura 20). Os testes estatisticos
mostraram que houve interacdo entre tempo e tratamento (Fs 144= 7,141, p<0,001) e que o
grupo carbacol foi diferente (Duncan, p<0,05) dos demais grupos experimentais em todos os
tempos apds a microinjecao das drogas. Além disso, os grupos SAL, ATR e ATR+CCh nao

diferiram entre si (p>0,05).
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Figura 20: Indice de vocalizagdo (média + EMP) anterior (tempo zero) e posterior (2, 5, 15,
30, 45 e 60 min) a microinje¢ao de 0,9% de salina (n=6), de 2,7 nmol de carbacol (n=8), de
0,7 nmol de atropina (n=7) e de 0,7 nmol de atropina seguido por 2,7 nmol de carbacol
(ATR+CCh) (n=7). As barras verticais representam o EPM. *p<0,05 comparado com o
mesmo tempo do grupo SAL, ATR 0,7 nmol e ATR+CCh.
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Figura 21: Registro poligrafico da vocalizagdo (amplitude em mm) de um animal
representativo de cada grupo expenmental apos a microinje¢do de diferentes drogas na
formagdo hipocampal dorsal de cobaias. A) animal pré-tratado com salina (0,9%); B) animal
pré-tratado com carbacol (2,7 nmol), C) animal pré-tratado com atropina (0,7 nmol) e D)
animal pré-tratado com atropina seguida de carbacol (ATR+CCh). As barras horizontais
indicam a duragfo da estimulagfio nociva (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). O
zero representa o registro de vocalizagdo anterior a microinje¢ao da(s) droga(s).



Figura 22: Localizagdo esquematica dos sitios das microinjegdes de: a) 2,7 nmol de carbacol
(#, grupo 10), de 0,7 nmol de atropina (A, grupe 11) e b) de atropina seguida de carbacol
(ATR+CCh)(e, grupo 12). FHD - formagdo hipocampal dorsal, FHV - formagio hipocampal
ventral, NPT - nucleo posterior do talamo.



Ap6s estudarmos a influéncia desses trés sistemas de neurotransmissores na FHD de
cobaias, realizamos outros dois grupos experimentais a fim de se averiguar a relacdo entre
esses sistemas neurotransmissores, nessa mesma estrutura, na resposta de vocalizagdo.

Para testarmos se a analgesia promovida pelo carbacol estaria sob a influéncia
opioidérgica, foi feito o grupo NAL+CCh (figura 23). Foi utilizada uma dose de naloxone que
por si s6 ndo produziu alteracdo na resposta nociceptiva. O grupo NAL+CCh foi comparado
com o grupo salina e nenhuma diferenca significativa foi encontrada no indice de vocalizagao

(F6.66= 0,829, p=5,552, Two Way RM ANOVA).
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Figura 23: Indice de vocalizagdo (média + EMP) anterior (tempo zero) e posterior (2, 5, 15,
30, 45 e 60 min) a microinje¢ao de 0,9% de salina (n=6) e de 1,3 nmol de naloxone seguido
por 2,7 nmol de carbacol (NAL+CCh) (n=9). As barras verticais representam o EPM.
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Figura 24: Registro poligrafico da vocalizagdo (amplitude em mm) de um animal
representativo de cada grupo experimental apds a microinjegdo de diferentes drogas na
formagdo hipocampal dorsal de cobaias. A) animal pré-tratado com salina (0,9%) e B) animal
pré-tratado com naloxone seguido por carbacol (NAL+CCh). As barras horizontais indicam a
duragio da estimulagdo nociva (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). O zero
representa o registro de vocalizagdo anterior a microinjegéo da(s) droga(s).
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Figura 25: Localizagio esquematica dos sitios das microinje¢des de 1,3 nmol de naloxone
seguido por 2,7 nmol de carbacol (NAL+CCh) (grupo 13). FHD - formagio hipocampal
dorsal, FHV - formagao hipocampal ventral, NPT - nucleo posterior do talamo.



Foi realizado o grupo MUS+MOR a fim de se averiguar se a analgesia promovida pela
morfina estava sob a influéncia GABAérgica (figura 26). A dose do muscimol (0,5 nmol)
neste caso também foi aquela que ndo promoveu alteracdo quando administrado isoladamente.
O pré-tratamento com muscimol promoveu um bloqueio na resposta analgésica promovida
pela morfina (F 75=0,516, p=0,795, Two Way RM ANOVA).

As figuras 12, 15, 18, 21, 24 e 27 ilustram registros poligraficos de animais
representativos de cada um dos grupos experimentais, enquanto que as figuras 13, 16, 19, 22,
25 e 28 mostram o desenho esquemético da FHD com as projecdes dos pontos em que foram

realizadas as microinjecoes.
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Figura 26: Indice de vocalizagio (média + EMP) anterior (tempo zero) e posterior (2, 5, 15,
30, 45 e 60 min) a microinje¢ao de 0,9% de salina (n=6) e de 0,5 nmol de muscimol seguido
por 1,1 nmol de morfina (MUS+MOR)(n=9) na FHD. As barras verticais representam o EPM.
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Figura 27: Registro poligrafico da vocalizagdo (amplitude em mm) de um animal
representativo de cada grupo experimental apds a microinjegao de diferentes drogas na
formag@do hipocampal dorsal de cobaias. A) animal pré-tratado com salina (0,9%) e B) animal
pré-tratado com muscimol seguido por morfina (MUS+MOR) na FHD. As barras horizontais
indicam a duragdo da estimulagfo nociva (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). O
zero representa o registro de vocalizagdo anterior a microinjegdo da(s) droga(s).
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Figura 28: Localizagdo esquematica dos sitios das microinje¢des de 0,5 nmol de muscimol
seguido por 2,2 nmol morfina (MUS+MOR) (grupo 14). FHD - formagao hipocampal dorsal,
FHYV - formagdo hipocampal ventral, NPT - nucleo posterior do talamo.



4.3) Experimento 3

ESTUDO DA CONEXAO ENTRE FHD E ASM NA MODULACAO DA IMOBILIDADE TONICA INDUZIDA

EXPERIMENTALMENTE

A microinjecdo de salina em ambas as estruturas (na FHD e na ASM) nio alterou a
duracdo da IT em cobaias (p>0,05). Os valores encontrados no grupo 1 foram: controle 170 +
25,2 s, “sham” 235 + 44,8 s e drogas 205 + 16,4 s (figura 29A).

Os animais do grupo 2 (figura 30A) receberam a microinjecdo de carbacol na ASM,
10 minutos apds a microinjecdo de salina na FHD, e mostraram uma diminui¢d@o significativa
(F2.10= 60,470, p<0,001) no tempo de permanéncia no comportamento de IT (75 + 14,5 s)
comparado ao controle (308 + 22,0 s) e “sham” (269 + 36,9 s).

As microinje¢des de muscimol na ASM e de salina na FHD (grupo 3, figura 31A) ndo
promoveram alteracio no tempo em que os animais permaneceram em IT (p>0,05). Os
valores encontrados foram: controle (192 + 42,0 s), “sham” (153 + 45,4 s) e drogas (170 £
48,3 s).

Quando a FHD foi pré-tratada com lidocaina (2%) seguida (10 min) por 5,4 nmol de
carbacol na ASM (grupo 4, figura 32A) nao houve diferencga significativa entre os resultados
encontrados (p>0,05), ou seja, ocorreu um bloqueio do efeito de redugdo da IT promovido
pelo CCh quando microinjetado na ASM. Os resultados encontrados foram: controle (242 +
77,6 s), “sham” (199 £+ 51,4 s) e drogas (223 + 52,8 s).

O mesmo resultado foi encontrado quando a FHD recebeu microinjecio do
antagonista muscarinico, atropina. O grupo 5 (figura 33A) recebeu microinjecao de atropina
na FHD (0,7 nmol) e a ASM recebeu microinje¢do de carbacol (5,4 nmol) 10 min depois e os

resultados encontrados nao revelaram diferenca estatistica entre os procedimentos



experimentais ( p>0,05). A duracdo do tempo de permanéncia em IT no controle foi de 195 +
37,6 s, no “sham” 187 + 36,0 s e apds as microinje¢cdes das drogas 151 £ 18,5 s.

Os animais que receberam a microinjecao de lidocaina (2%) na ASM e carbacol (2,7
nmol) na FHD ap6s 10 min mostraram uma diminui¢do no tempo de permanéncia em IT
(F2.24)= 22,248, p<0,001) quando comparados com o procedimento controle e “sham” (grupo
6). Os resultados encontrados foram: controle (159 + 24,8 s), “sham”™ (134 + 22, 4 s) e
experimental (29 £ 6,0 s)(figura 34A).

O grupo 7 recebeu microinje¢do de muscimol (1,0 nmol) na ASM seguido por
carbacol (2,7 nmol) na FHD e observamos diminui¢do da resposta comportamental de IT,
indicando que, nessa resposta, o efeito do CCh na FHD nao depende de sua conexdao com a
ASM (figura 35A) (F2,12= 24,717, p<0,001). A duracio do tempo de permanéncia em IT no
controle foi de 304 £ 36,1 s, no “sham” 252 + 26,2 s e no bloqueio 89 £ 17,3 s.

As figuras de 29 a 35 (B) representam as localiza¢des esquemadticas das microinjecoes

de cada um dos grupos experimentais estudados.
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Figura 29: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=5) em situagdo controle, sham e
apos a microinje¢do de SAL (0,9%) na FHD seguida pela microinjegdo de SAL (0,9%) na
ASM (grupo 1). As barras verticais representam o EPM.* p<0,05 comparado com grupo
controle e sham. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da
ASM (B1) e da FHD (B2) de cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas as
microinje¢Oes. ASM- area septal medial, ASL- area septal lateral, EST- estriado. FHD-
formagdo hipocampal dorsal, FHV- formagdo hipocampal ventral, NPT- nicleo posterior do
talamo.
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Figura 30: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=6) em situagdo controle, sham e
apos a microinjegdo de SAL (0,9%) na FHD seguida pela microinjegdo de CCh (5,4 nmol) na
ASM (grupc 2). As barras verticals representam o EPM.* p<0,05 comparado com grupo
controle e sham. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos da
ASM (B1) e da FHD (B2) de cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas as
microinje¢oes. ASM- area septal medial, ASL- area septal lateral, EST- estriado. FHD-
formagdo hipocampal dorsal, FHV- formagdo hipocampal ventral, NPT- niicleo posterior do
talamo.
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Figura 31: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=6) em situagdo controle, sham e
apoOs a microinje¢do bilateral de SAL (0,9%) na FHD seguida pela microinje¢io de muscimol
(1,0 nmol) na ASM (grupo 3). As barras verticais representam o EPM. B) Desenho
esquematico de sec¢es frontais de niveis representativos da ASM (Bl) e da FHD (B2) de
cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas as microinje¢Ges. ASM- area septal
medial, ASL- area septal lateral, EST- estriado. FHD- formagdo hipocampal dorsal, FHV-

formag@o hipocampal ventral, NPT- niicleo posterior do talamo.
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Figura 32: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=7) em situacfo controle, sham e
apos a microinjegdo de LID (2%) na FHD seguida pela microinjegao de CCh (5,4 nmol) na
ASM (grupo 4). As barras verticais representam o EPM. B) Desenho esquematico de secgles
frontais de niveis representativos da ASM (B1) e da FHD (B2) de cobaias com a projegio dos
pontos onde foram realizadas as microinjegdes. ASM- area septal medial, ASL- area septal
lateral, EST- estriado. FHD- formagdo hipocampal dorsal, FHV- formagdo hipocampal
veniral, NPT- nticleo posterior do talamo.
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Figura 33: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=6) em situagéo controle, sham e
apos a microinje¢do de ATR (0,7 nmol) na FHD seguda pela microinje¢do de CCh (5,4 nmol)
na ASM (grupo 5). As barras verticais representam o EPM. B) Desenho esquematico de
secgOes frontais de niveis representativos da ASM (B1) e da FHD (B2) de cobaias com a
projecgdo dos pontos onde foram realizadas as microinjegdes. ASM- area septal medial, ASL-
area septal lateral, EST- estriado. FHD- formagdo hipocampal dorsal, FHV- formagdo
hipocampal ventral, NPT- nucleo posterior do talamo.
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Figura 34: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=13) em situagdo controle, sham e
apos a microinjegdo de LID (2%) na ASM seguida pela microinjegio de CCh (2,7 nmol) na
FHD (grupo 6). As barras verticais representam o EPM. *p<0,05 comparado com os demais
procedimentos. B) Desenho esquematico de secgbes frontais de niveis representativos da
ASM (B1) e da FHD (B2) de cobaias com a proje¢do dos pontos onde foram realizadas as
microinjegdes. ASM- area septal medial, ASL- area septal lateral, EST- estriado. FHD-
formagdo hipocampal dorsal, FHV- formagdo hipocampal ventral, NPT- nicleo posterior do
talamo.
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Figura 35: A) Média dos episodios (s) de IT em cobaias (n=7) em situagdo controle, sham e
apos a microinjegao de MUS (1,0 nmol) na ASM seguida pela microinjegdo de CCh (2,7
nmol) na FHD (grupo 7). As barras verticais representam o EPM.* p<0,05 comparado com os
demais procedimentos. B) Desenho esquematico de secgdes frontais de niveis representativos
da ASM (B1) e da FHD (B2) de cobaias com a projegio dos pontos onde foram realizadas as
microinje¢Oes. ASM- area septal medial, ASL- area septal lateral, EST- estriado. FHD-
formagédo hipocampal dorsal, FHV- formagéo hipocampal ventral, NPT- nucleo posterior do
talamo.




5) DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que microinje¢ao de morfina na FHD em doses e grupos
diferentes promoveu uma diminuicao significativa na dura¢io dos episddios de IT em cobaias,
sendo esse efeito bloqueado pela administracdo prévia de naloxone no mesmo sitio.
Entretanto, no que diz respeito a antinocicepg¢ao, avaliada pelo teste de vocaliza¢ao induzido
por um estimulo nocivo periférico, somente a dose maior de morfina (2,2 nmol) administrada
na FHD foi efetiva. Esse efeito de diminuicao da amplitude média de vocalizacdo teve inicio
aos 5 minutos apds a morfina e prolongou-se até os 60 minutos. Da mesma forma que ocorreu
com a resposta de IT, o efeito antinociceptivo da morfina foi antagonizado pela microinjecao
prévia do naloxone sugerindo assim, a participacao de receptores p—opidides.

Os receptores opidides quando ativados exercem um papel fundamental nos
mecanismos centrais de regulacdo da dor (PRZEWLOCKI; PRZEWLOCKA, 2001). A
injecdo subcutianea de morfina produz um aumento significativo (84%) na laténcia da resposta
de retirada da cauda em ratos, quando comparado ao controle e essa resposta perdura por
quatro horas (BHALLA et al., 2004). Em outro experimento foi demonstrado que a
administracdo iv de morfina aumenta a taxa de disparo nos neurdnios da CAl da FHD e
bloqueia a resposta ao aquecimento nocivo da cauda, enquanto que o naloxone administrado
pela mesma via reverteu esses efeitos (SINCLAIR; LO, 1986). Craft et al. (1995) mostraram
em ratos que a administracdo sistémica e local (intravesical) de agonistas [, X € & opidides
produz antinocicep¢do em resposta a irritacdo quimica visceral induzida pela resiniferatoxina,
um agonista do receptor vanildide. Estudos realizados com camundongos e ratos mostraram
reducdo significativa da resposta nociceptiva nas duas fases do teste da formalina apds a
administracdo sistémica de morfina (HUNSKAAR et al., 1985; JOURDAN et al., 1997;

PANG et al., 2001).



A formacgdo hipocampal € uma estrutura que apresenta significantes densidades de
receptores opidides, L (MCLEAN et al., 1987), x (DRAKE et al., 1996; CAUDLE et al.,
1997), & (MCLEAN et al., 1987) e nociceptina/orfanina (SANDIN et al., 2004). A
administracao intrahipocampal de opidides promove alteragdes cardiovasculares (WANG;
INGENITO, 1994; SHEN; INGENITO, 1999) e modificagdes no aprendizado e memoria
(McDANIEL et al., 1990; MEILANDT et al., 2004; ZHAO et al., 2004). A administracdo
intrahipocampal de morfina promove agdes excitatérias em células piramidais (CAl)
registradas em preparacdes de fatias (slices) hipocampais (ROBINSON; DEADWYLER,
1981).

O envolvimento do sistema opioidérgico na modulagdo da IT também tem sido
amplamente descrito na literatura. Em relacdo a essa resposta comportamental, o efeito de
agonista opidide depende tanto da via em que € administrado, quanto do sitio da microinje¢ao.
A administrac@o sistémica de morfina potencializa a duracdo dos episédios de IT em cobaias
(MUCHA, 1980), ratos (SMITH; MEYER, 1985) galinhas (HICKS et al., 1975) e coelhos
(CARLI et al., 1978). A microinje¢ao de morfina em alguns sitios encefélicos, como na SCP
ventrolateral (MONASSI et al., 1999) e no nicleo magno da rafe (DA SILVA; MENESCAL-
DE-OLIVEIRA, 2007) promove um aumento na dura¢do dos episddios de IT, enquanto que
no nucleo central da amigdala produz uma diminui¢do na duragdo dessa resposta (LEITE-
PANISSI; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2002). No presente trabalho também observamos
que a administracdo de morfina na FHD, promoveu uma diminuicao significante na duragdo
dos episddios de IT em cobaias.

Sabe-se que o efeito antinociceptivo produzido pela morfina é devido principalmente a
sua alta afinidade por receptores do tipo H-opidide. Entretanto, no presente trabalho, a

antinocicep¢ao obtida somente com a maior dose de morfina (2,2 nmol) talvez se deva a



participacdo e ativacdo concomitante de outros receptores opidides, inclusive do tipo K,
encontrado em alta densidade na FH de cobaias (FOOTE; MAURER, 1986).

Em relacdo a participagdo do sistema GABAérgico na regulacdo da resposta
comportamental de IT, nossos resultados mostraram que a microinje¢cao na FHD de bicuculina
(antagonista GABAA) em ambas as doses (0,2 nmol e 1 nmol) promoveu diminui¢do da
média dos episddios de IT comparado com o experimento controle e “sham”. Entretanto, o
efeito antinociceptivo foi obtido somente com a dose maior de bicuculina. Assim, podemos
aventar a hipdtese de que a diferenca encontrada seja devido ao fato de que estimulos
sensoriais de intensidades diferentes como os que desencadeiam a IT e nocicep¢do possam
ativar de maneira distinta os circuitos opioidérgicos e GABAérgicos da FHD envolvidos na
modula¢do dessas respostas.

O muscimol, agonista do receptor GABA 4, por sua vez, provocou aumento na duracao
dos episddios de IT na dose de 1,0 nmol, e nenhuma alteracdo com 0,5 nmol. Com relacdo a
resposta nociceptiva somente a microinje¢do de 1,0 nmol promoveu um aumento na resposta
de vocalizacdo, induzida pela estimulagdo periférica nociva, indicando uma ag¢do
hiperalgésica. Sabe-se que a ablacdo bilateral do hipocampo dorsal (WOODRUFF et al.,1975)
aumenta a susceptibilidade e a duracdo da IT em coelhos. O hipocampo poderia entdo,
funcionar ndo somente de maneira a inibir 0 movimento, mas também como parte de um
sistema que atenuaria a IT, permitindo ao animal iniciar outro comportamento (WOODRUFF
et al., 1975). Assim, o muscimol microinjetado na FHD, por meio da ativagdo de receptores
GABAérgicos poderia inibir neurdnios efetores do hipocampo com efeito semelhante a
retirada funcional dessa estrutura e assim, aumentar a duracdo da IT. Por outro lado, a
integridade da FHD parece ser necessdria para a resposta antinociceptiva que ocorre pela

ativacdo do hipocampo. Podemos assim, aventar hip6tese de que a hiperalgesia obtida pelo



muscimol seria decorrente da inativagao da referida estrutura, pois, quando ativada produz
antinocicepcao.

Dados anteriores do laboratério ja haviam mostrado a participacdo do sistema
colinérgico hipocampal na modulacao do comportamento de IT, no qual a microinjecdao de
carbacol promove uma diminui¢do dessa resposta comportamental enquanto que a atropina
promove um aumento (BAPTISTA, 2000). A administracdo do agente anticolinérgico
escopolamina via sisttmica (WOODRUFF et al., 1976), também produz um aumento da IT
em coelhos.

No presente trabalho, verificamos a participacdo da estimulagdo colinérgica
hipocampal na resposta nociceptiva. A microinjecio de carbacol na FHD promoveu
antinocicep¢ao avaliada pela diminui¢do da vocalizacdo induzida por um estimulo nocivo
periférico. O efeito antinociceptivo do carbacol ocorreu logo nos primeiros 5 minutos, apds a
microinje¢do e se manteve até o final do experimento (60 minutos). A microinjecao prévia do
antagonista colinérgico (atropina) numa dose per se sem efeito bloqueou a antinocicep¢do
produzida pelo carbacol, indicando envolvimento de receptores muscarinicos. Resultados
semelhantes de reducdo do tempo de IT e antinocicepcdo foram demonstrados em outros
trabalho desse laboratério abordando estruturas prosencefalicas e rombencefélicas de cobaias,
como o nucleo central da amigdala (LEITE-PANISSI et al., 2003) e o nucleo magno da rafe,
respectivamente (da SILVA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2006).

Ghelardini et al. (1997) mostraram que a cafeina sist€émica produz significativa
antinocicep¢do em ratos (teste de pressdo na pata) e camundongos (placa-quente e constri¢ao
abdominal) por meio da liberacdo de acetilcolina no hipocampo e que a atropina previne essa
antinocicepg¢do. Klamt e Prado (1991), por sua vez, mostraram que a microinje¢do do agonista

muscarinico carbacol no hipocampo atenua comportamentos dolorosos nos ratos.



Por outro lado, a participagdo do sistema colinérgico hipocampal no processamento
nociceptivo tem sido sugerido por vdrios autores incluindo Ceccarelli et al. (1999), Khanna e
Sinclair (1992), Dong et al. (2004), que utilizaram diferentes abordagens experimentais. O
estimulo aversivo, por meio de choques nas patas (DONG et al., 2004) e o estimulo nocivo
tonico induzido pela injecdo de formalina na pata, promoveram um aumento na liberacao de
acetilcolina no hipocampo de ratos (CECCARELLI et al., 1999). Dados eletrofisiol6gicos
mostraram que em ratos, estimulos nociceptivos de curta duracdo ativam a via colinérgica
septo-hipocampal (DUTAR et al., 1985) e induzem a depressio de longa duracdo dos
neurdnios piramidais hipocampais (KHANNA; SINCLAIR, 1989; 1992).

Curiosamente, Aloisi et al. (1993) relataram que a inje¢ao subcutanea de formalina na
pata traseira do rato induz comportamento nociceptivo persistente e observaram uma
diminui¢do prolongada na atividade da enzima colina acetiltransferase que sintetiza a
acetilcolina no hipocampo dorsal.

Estudos prévios deste laboratério (MONASSI et al.,, 1999; LEITE-PANISSI;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2002) demonstraram haver uma interacdo entre os sistemas
colinérgico, opioidérgico e GABAérgico na modulagdo da IT em pelo menos duas estruturas
encefélicas, a substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral (SCPvl) e nicleo central da
amigdala. Monassi et al. (1999) sugerem que na SCPvl exista um mesmo circuito de
neurotransmissores responsdvel tanto pela modulacdo da IT em cobaias, quanto pela
regulacdo da antinocicep¢cao (MONASSI, 2000). Acredita-se que, na SCPvl, a microinje¢ao
de carbacol ativaria neurdnios opioidérgicos, 0s quais, por sua vez, inibiriam neurdnios
GABAZérgicos, desinibindo, desta maneira, neurdonios de eferéncia da SCPvl e promovendo a
ativacdo de uma via descendente que possivelmente modula a resposta de IT e

antinocicep¢ao.



No presente trabalho, também observamos uma interac@o entre esses trés sistemas de
neurotranmissores. A microinje¢cdo prévia de naloxone na FHD foi capaz de bloquear os
efeitos inibitérios do carbacol bem como da morfina em ambos os procedimentos
experimentais, ou seja, de diminuicdo da duragdo da IT e da antinocicep¢ao. Assim, nossos
resultados sugerem que a estimulacdo de receptores muscarinicos da FHD poderia promover
diminui¢do da IT e antinocicep¢ao por meio da ativacdo de interneuronios opioidérgicos, uma
vez que o naloxone foi capaz de bloquear a resposta induzida pelo carbacol (Figura 36).

Em relacdo a interagdo entre os neurotransmissores opioidérgico e GABAérgico,
resultados do presente trabalho também mostraram que a administracdo prévia do agonista
GABA¢érgico muscimol, numa dose per se sem efeito seguida pela administracdo de morfina
foi capaz de prevenir os efeitos promovidos pela morfina, ou seja, inibir a diminui¢do da IT e
a antinocicepcdo. Sendo assim, poderiamos sugerir que na FHD existe uma interagao
complexa em um circuito neuronal envolvendo terminacgdes colinérgicas, interneuronios
encefalinérgicos e GABA¢érgicos modulando as respostas de IT e de nocicepg¢ao (Figura 36).

No que diz respeito a FHD, a inibi¢do dos interneur6nios GABAérgicos promovidos
pela ativacdo opioidérgica desinibe neurdnios efetores hipocampais produzindo a diminui¢ao
da duracio da IT e antinocicepcio. E interessante observar que a microinje¢io no hipocampo
de carbacol, morfina e bicuculina produz uma diminuicdo significativa da duracdo da IT e
antinocicepc¢do indicando que a integridade e ativacdo desse sitio se faz necessdria para estes
efeitos. Por outro lado, a inativagcdo da FHD, por meio da microinjecio de muscimol,
produziu aumento da duracdo da IT e hiperalgesia. Nossos resultados referentes a IT
corroboram os achados de Woodruff et al. (1975), os quais mostraram que a ablacdo bilateral
do hipocampo dorsal resultou em um aumento na duracdo da IT em coelhos.

As principais vias sindpticas excitatorias da FH, as fibras musgosas (provenientes do

giro denteado) e a via perforante (proveniente do cortex entorrinal) contém peptideos opidides



(MCGINTY et al., 1983) e também receptores opidides em alta densidade (MANSOUR et al.,
1995).

Zieglginsberger et al. (1979) relataram que a excitacdo de neurdnios piramidais
hipocampais por opidides parece ser causada pela inibicao de interneurdnios GABAérgicos,
conclusdo essa que tem sido corroborada por estudos subseqiientes (DUNWIDDIE et al.,
1980; COHEN et al., 1992; CAPOGNA et al., 1993; PIGUET; NORTH, 1993). Além disso,
Wiesner et al. (1986) e Neumaier et al. (1988) também demonstraram que os opidides no giro
denteado atuam por meio de um mecanismo desinibitério. Esses achados corroboram nossos
resultados evidenciando uma interagc@o entre os sistemas gabaérgico e opioidérgico da FHD.

Kalyuzhny e Wessendorf (1998) encontraram nas regides CA1l, CA3 e giro denteado
do hipocampo de rato com dupla marcacdo para receptores M-opidides (marcacdo
imunofluorescente) e para neurOnios GABAérgicos (descarboxilase). A presenca de
receptores (-opidides em neurdnios GABAé&rgicos sugere que por sua posicao, os receptores
[-opidides possam controlar diretamente a atividade dos neurénios GABAé&rgicos nao s6 no
hipocampo mas também em dareas encefélicas, como no cortex cerebral, no diencéfalo,
mesencéfalo e estriado (KALYUZHNY; WESSENDOREF, 1997; 1998). Isso sugere que a
ativacdo do receptor L-opidide modula diretamente a atividade de neurdonios GABAérgicos
envolvidos no componente supraespinhal da analgesia opidide (KALYUZHNY;
WESSENDOREF, 1998).

Blasco-Ibanez et al. (1998) demonstraram que células que contém encefalina no
hipocampo sao classificadas como interneurdnios especializados em inervar outros
interneurdonios. Esses mesmos autores mostraram que a encefalina pode exercer uma
importante fun¢do na sincronizacio e regulacdo de tempo de inibicdo envolvido na rede de

atividades ritmicas do hipocampo.



Lupica et al. (1992) mostraram que a administracdo do agonista p-opidide (DAGO) ou
do antagonista GABA, (bicuculina) no hipocampo de ratos promove uma diminui¢do da
freqiiéncia dos potenciais pds-sindpticos inibitérios espontdaneos. Portanto, a ativacdo do
receptor L promoveria um aumento do potencial excitatério pds-sindptico pela inibi¢do de
interneurénios GABAérgicos. Nossos dados corroboram os resultados encontrados nos
trabalhos acima referidos, pois mostram que a administra¢do prévia de uma dose inefetiva do
agonista GABA¢érgico muscimol na FHD, foi capaz de prevenir os efeitos promovidos pela
morfina, ou seja, de inibir a reducao da IT e a antinocicepgao.

O presente resultado sugere que os mesmos sistema de neurotransmissores na FHD
podem modular, independentemente, a duracdo da resposta defensiva de IT e a nocicepgao,
promovendo uma diminuicdo na IT e a ativagdo de um sistema antinociceptivo como
demonstrado pela diminuicdo do indice de vocalizacdo. Embora as respostas de IT e
antinociceptiva possam ser deflagradas em resposta a estimulos ameacadores, também pode
ocorrer analgesia com redugdo da duracio da IT. Assim, Amir (1986) sugere a ocorréncia de
uma analgesia profunda apés o final da IT, visto que, a primeira rea¢do apds a IT € a fuga.
Sabe-se ainda que a antinocicep¢ao também pode ocorrer durante a elaboracdo de outros
comportamentos defensivos, incluindo a fuga (HARRIS; 1996, RODGERS; RANDALL,
1987). Dessa forma, como a estimulacdo colinérgica ou opioidérgia da FHD estd mais
relacionada com a finalizacdo dos episddios de IT isto sugere que essa estrutura possa fazer
parte do substrato neural também envolvido na emissdao dos comportamentos ativos (como a
fuga) que sdo disparados logo depois da resposta de IT.

Experimentos prévios realizados nesse laboratorio indicaram que, dentre as vdrias
estruturas centrais envolvidas com o comportamento da IT, a ASM também pode participar da
modulagcdo deste comportamento, uma vez que a microinjecdo de carbacol nesta regido

promoveu uma diminui¢do do tempo de permanéncia em IT (KINA et al., 1994). Nossos



resultados também mostraram que a microinjecao prévia de salina na FHD e de carbacol na
ASM também promoveram diminui¢do no tempo de duracdo da IT. J4 as microinjecdes de
salina na FHD e muscimol na ASM nao promoveram alteracao na duragdo do comportamento
de IT. O resultado encontrado talvez se deva ao fato de que a dose de muscimol utilizada atue
da mesma maneira que a xilocaina, como anestésico local ou de que essa dose ndo tenha sido
suficiente para promover alteracdo no comportamento de IT.

O mesmo resultado foi encontrado apds a microinje¢cdo de xilocaina na ASM,
sugerindo que, provavelmente a estimulacdo do sistema colinérgico da ASM esteja
participando, nao de maneira tonica, mas de maneira fasica, no término dessa resposta
comportamental (KINA et al., 1994). Com base no fato de que a principal aferéncia
subcortical para a FHD é a via septo-hipocampal e essa via origina-se no complexo
ASM/BDB (AMARAL; KURZ, 1985; WAINER et al., 1985; BRASHEAR et al., 1986), no
presente trabalho averiguamos os efeitos do bloqueio da FHD, com o anestésico local
lidocaina, seguido pela estimulagdo muscarinica da ASM com o carbacol. As respostas de IT
nao diferiram daquelas encontradas no controle e no “sham”, ou seja, o bloqueio da FHD com
lidocaina, impediu que a estimulacdo colinérgica da ASM promovesse a diminuicdo da
duracdo da resposta comportamental de IT. Esses resultados, portanto, indicam que a ac@o
colinérgica do carbacol na ASM sobre a duragcdo da resposta de IT ocorre via projecdes para
FHD, pois sua exclusdao pela lidocaina inibiu o efeito de reducdo dessa resposta
comportamental.

As fibras que compOe a via septo-hipocampal apresentam trés principais
neurotransmissores, a acetilcolina, o GABA e o glutamato (AMARAL; KURZ, 1985;
WAINER et al., 1985; BRASHEAR et al., 1986; SOTTY et al., 2003; COLOM et al., 2005).
As fibras colinérgicas estdo em maior nimero e sdo as principais fontes de acetilcolina na FH

(AMARAL; KURZ, 1985; WAINER et al., 1985; BRASHEAR et al., 1986). Dessa forma, no



presente trabalho, efetuamos o bloqueio colinérgico na FHD com atropina e estimulamos a
ASM com carbacol e novamente nao foi encontrado alteracdo na duracdo da IT. Esses
achados mostram que, provavelmente a diminuicdo do tempo do comportamento de IT
promovido pela estimulacao colinérgica na ASM dependa de sua eferéncia colinérgica para a
FHD (Figura 36). Nossos resultados sugerem, portanto, que a estimulacdo colinérgica da
ASM ¢€ capaz de liberar acetilcolina na FHD visto que, a inibicdo com xilocaina ou o bloqueio
colinérgico com atropina dessa estrutura foi capaz de bloquear o efeito de diminui¢ao da IT
pelo CCh na ASM. Estes achados, de uma maneira indireta, corroboram os resultados
encontrados por Gorman et al. (1994) que demonstraram que a administracdo de
escopolamina (antagonista muscarinico inespecifico) na ASM promoveu diminuicdo da
liberacdo de acetilcolina de maneira dose-dependente no hipocampo.

A FHD poderia influenciar a resposta comportamental defensiva de IT em cobaias por
meio de sua conexdo reciproca com a ASM (ALONSO; KOHLER, 1982;
SCHWERDTFEGER; BUHL, 1986). Dessa maneira, bloqueamos farmacologicamente a
ASM com lidocaina ou muscimol e estimulamos a FHD com carbacol. Nossos resultados
demonstram que mesmo com o bloqueio farmacolégico da ASM, o carbacol microinjetado na
FHD foi capaz de continuar promovendo uma diminui¢io no tempo em que 0S animais
permaneceram em IT, ou seja, resultado semelhante ao obtido apds a microinje¢do isolada de
carbacol na FHD. Esses achados indicam que, embora a conexdo entre ASM e FHD seja bi-
direcional, na modulacdo da resposta IT, somente a projecdo colinérgica da ASM para a FHD
parece ter importancia funcional, pois, o bloqueio com a atropina na FHD impediu o efeito do
CCh na ASM. Por outro lado, o inverso ndo € verdadeiro, pois, a resposta de diminui¢do da IT
pela a ativagdo colinérgica da FHD ocorre mesmo na auséncia da ASM, quando esta é
excluida funcionalmente pela xilocaina ou inibida pelo muscimol. Diante desses resultados

podemos aventar a hip6tese de que a ASM ndo seja a principal via pela qual a FHD possa



Figura 36: Desenho esquematico do possivel circuito colinérgico-opioidérgico-GABAérgico
presente na ASM e FHD envolvido na modulagao das respostas de IT e nociceptiva. Acredita-
se que a liberacdo de acetilcolina na FHD, proveniente, provavelmente, de fibras septais
mediais, ativaria neurdnios opioidérgicos, os quais, por sua vez, inibiriam interneuroénios
GABAZérgicos, desinibindo, desta maneira, neuronios de eferéncia da FHD. Esses neurdnios,
por sua vez, promoveriam a ativagao de vias que modulariam as respostas de IT, diminuindo

sua duragdo e as respostas nociceptivas, promovendo antinocicep¢ao.

opiodide




modular a resposta comportamental de IT. Assim, na modulag¢do da IT pela FHD poderiam
estar envolvidas outras conexdes, tais como a drea septal lateral bem como outras regides
subcorticais, como o nucleo accumbens ou a amigdala (AMARAL; WITTER, 1995). No que
diz respeito a essas duas dltimas estruturas citadas, salientamos que ja foi demonstrado nesse
laboratdrio a participacdo de ambas na modulacdao da IT (BRANCO-DE-OLIVEIRA et al.,
2005; LEITE-PANISSI et al., 1999; 2006). Além disso, a presenca de conexdes entre essas
estruturas também ja foi demonstrada por meio de um estudo neuroanatdémico realizado com
encéfalo de cobaias, no qual Sorensen (1985) comprovou a presenga de fibras de projecdo do
cortex entorrinal, CA1l e subiculum para o nicleo accumbens e do cértex entorrinal para as
regides do estriado e da amigdala. Groenewegen et al. (1999) demonstraram que o hipocampo
apresenta conexdes com o nidcleo accumbens, particularmente com sua regido mais externa
(shell). Os aferentes hipocampais para o nicleo accumbens interagem com fibras
dopaminérgicas da drea tegmental ventral, formando efetivamente uma interface funcional
entre o sistema limbico e sistema motor (MOGENSON et al., 1993). A estimulagdo elétrica
do hipocampo ou injec¢do local do agonista do receptor de glutamato no nicleo accumbens
promove um aumento na atividade locomotora de animais acordados (DONZANTI E
URETSKY, 1983; STRECKER; MONETA, 1994). Além disso, o nicleo accumbens e a
amigdala, juntamente com a SCP, também poderiam estar envolvidos com a FHD na
modulacdo da resposta antinociceptiva. A FHD poderia, indiretamente, por meio dessas
estruturas, promover a ativacdo de vias descendentes inibitérias (FINCH, 1996;
GROENEWEGEN et al., 1999; FRENCH; TOTTERDELL, 2003) envolvidas na modulagdo
da dor. Estudos recentes t€ém demonstrado projecdes hipocampais e amigdaldides para
neur6nios em comum no nicleo accumbens (FRENCH; TOTTERDELL, 2003) e conexdes

opioidérgicas entre o nicleo accumbens, amigdala e SCP (YU; HAN, 1990; MA; HAN, 1991;



1992), sugerindo que essas estruturas poderiam fazer parte da alca mesolimbica,

desempenhando, desta maneira, funcdes relacionadas a modulacdo da dor.



6) CONCLUSOES

A microinje¢do de morfina ou carbacol na formac¢ao hipocampal dorsal promoveu uma
diminui¢do na duragdo da resposta comportamental de IT e antinocicep¢ao antagonizadas pela
microinje¢do prévia de naloxone, indicando uma possivel participacdo de receptores M-
opidides na modulagdo desses comportamentos. Além disso, a antinocicepc¢ao colinérgica foi
antagonizada pela atropina, o que indica envolvimento de receptores muscarinicos.

A microinjecdo do agonista GABAérgico muscimol na formac¢do hipocampal dorsal,
promoveu aumento no tempo de duracdo da IT e hiperalgesia, e a bicuculina produziu
respostas contrérias indicando que a integridade dessa estrutura parece facilitar o término dos
episddios de IT.

A administracdo prévia de muscimol numa dose inefetiva bloqueou os efeitos
antinociceptivos e de diminui¢do da duracdo da IT promovidos pela morfina sugerindo uma
interacao entre os sistemas opioidérgico e GABAérgico na FHD.

E possivel que na formagio hipocampal dorsal exista uma interagio entre esses trés
sistemas de neurotransmissores (colinérgico, opioiodérgico e GABAérgico) participando na
modulacdo das respostas de IT e antinociceptiva.

O efeito de diminuic¢ao da duragdo da IT pelo do carbacol na ASM parece depender da
aferéncia colinérgica para a FHD, uma vez que, o bloqueio dos receptores colinérgicos pela
atropina ou o uso do anestésico lidocaina na FHD aboliu essa resposta. Entretanto, o inverso
ndo € verdadeiro, pois, a exclusao da ASM nio alterou o efeito diminuicdo da IT pela a

ativacao colinérgica da FHD.
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Apéendice



Tabela 1: Duragdes médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a
microinjecdo bilateral de solucdo salina (NaCl 0,9%) na FHD.




Tabela 2: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a
microinjecdo bilateral de morfina (1,1 nmol) na FHD.

Duracao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham MOR (1,1 nmol)
1 66 96 49
2 128 90 45
3 110 154 59
4 364 422 266
5 85 31 37
6 121 73 51
7 47 89 88
8 42 21 13
Média 120 122 76
EPM 36,6 45,3 28,1

Tabela 3: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a
microinjecdo bilateral de morfina (2,2 nmol) na FHD.

Duracao da Imobilidade Toénica (s)

Animal Controle Sham MOR (2,2 nmol)
1 82 63 13
2 84 117 32
3 145 92 45
4 219 183 97
5 66 48 17
6 78 43 10
7 215 341 51
8 173 95 71
9 142 141 25

Média 134 125 40

EPM 19,9 30,9 9,7




Tabela 4: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a
microinjecdo bilateral de naloxone (1,3 nmol) na FHD.

Duracao da Imobilidade Toénica (s)

Animal Controle Sham NAL (1,3 nmol)
1 48 59 154
2 46 45 33
3 144 155 93
4 87 137 67
5 65 66 267
6 56 95 151
Média 74 93 128
EPM 15,2 18,2 33,9

Tabela 5: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao
de 2,2 nmol de morfina e apds a microinje¢do bilateral de naloxone (1,3 nmol) seguido de
morfina (2,2 nmol) na FHD.

Duraciao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham MOR (2,2 nmol) NAL (1,3 nmol) + MOR (2,2 nmol)

1 98 65 46 117
2 106 92 50 84
3 269 211 108 189
4 118 102 77 84
5 255 285 122 314
6 419 392 181 388
7 130 84 55 90
8 107 100 35 141
9 102 84 57 133
Média 178 157 81 171

EPM 37,4 38,1 15,8 36,3




Tabela 6: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao
bilateral de bicuculina na dose de 0,2 nmol e na dose de 1,1 nmol na FHD.

Duracao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham BIC (0,2 nmol) BIC (1,0 nmol)
1 516 320 76 66
2 165 136 58 25
3 686 353 59 11
4 63 75 28 24
5 186 69 171 29
6 129 87 8 3
7 308 199 144 107
8 51 47 24 3
9 103 295 165 154
10 615 878 379 366
11 378 296 31 26
12 570 834 155 200
13 209 155 23 47

Média 306 288 102 82

EPM 62,0 75,6 28,4 29,1




Tabela 7: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apdés o procedimento cirirgico (sham) e apds a
microinjecdo bilateral de muscimol (0,5 nmol) na FHD.

Tabela 8: Duragdes médias individuais dos cinco episédios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a
microinjecdo bilateral de muscimol (1,0 nmol) na FHD.

Duracio da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham MUS (1,0 nmol)

1 75 103 149

2 214 185 325

3 192 139 412

4 325 209 508

5 67 112 176

6 255 300 440

7 113 67 200
Média 177 159 316

EPM 36,6 29,8 54,1




Tabela 9: Duracdes médias individuais dos cinco episodios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao
de carbacol (2,7 nmol) e apés a microinjecdo bilateral de naloxone (1,3 nmol) seguido de
carbacol (2,7 nmol) na FHD.

Duracao da Imobilidade Toénica (s)

Animal Controle Sham CCh (2,7 nmol) NAL (1,3 nmol) + CCh (2,7nmol)
1 63 80 22 104
2 286 309 98 259
3 88 78 27 99
4 82 112 44 100
5 615 713 359 813
6 412 381 136 321
7 396 453 220 378
8 260 202 80 185
9 294 271 90 237
10 380 448 214 491

Média 288 305 129 299

EPM 55,4 63,8 33,7 70,2




Tabela 10: Dura¢des médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao
de morfina (2,2 nmol) e apés a microinjecdo bilateral de muscimol (0,5 nmol) seguido de
morfina (2,2 nmol) na FHD.

Duracao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham MOR (2,2 nmol)  MUS (0,5 nmol) + MOR (2,2 nmol)
1 56 68 33 48
2 214 185 45 161
3 192 139 56 155
4 53 48 13 65
5 213 247 123 243
6 86 66 33 53
7 113 86 29 130
8 107 85 40 73
9 152 181 86 138

Média 132 123 51 119

EPM 21,2 22,8 11,3 21,5




Tabela 11: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de solu¢do salina (0,9%) na FHD.

Indice de Vocalizagio

Salina (0,9%)

Animal Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,46 -0,59 0,08 0,06 0,03 -0,14
2 0,00 -0,10 0,02 -0,27 0,12 0,01 0,01
3 0,00 -0,57 0,36 0,34 0,34 0,34 0,19
4 0,00 -0,04 0,10 -0,04 -0,06 -0,02 -0,67
5 0,00 -0,18 0,21 0,04 0,14 0,25 0,25
6 0,00 0,11 0,09 0,11 0,11 -0,06 0,09

Média 0,00 -0,05 0,03 0,04 0,12 0,09 -0,05

EPM 0,00 0,14 0,13 0,08 0,05 0,07 0,14




Tabela 12: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo

periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de morfina (1,1 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Morfina (1,1 nmol)

Animal Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,06 0,03
2 0,00 -0,07 -0,04 -0,08 -0,03 -0,03 -0,03
3 0,00 0,00 0,03 -0,53 -0,18 -0,12 -0,08
4 0,00 -0,11 -0,06 -0,06 -0,39 0,03 0,02
5 0,00 0,04 0,07 0,05 0,10 0,02 0,08
6 0,00 -0,19 -0,13 0,00 -0,04 -0,04 -0,07
Média 0,00 -0,05 -0,02 -0,10 -0,09 -0,01 -0,01
EPM 0,00 0,04 0,03 0,09 0,07 0,03 0,03

Tabela 13: Valores individuais do indice de vocaliza¢do em resposta a aplicagdo do estimulo

periférico nocivo em cobaias antes (controle) e ap6s (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de morfina (2,2 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizagio

Morfina (2,2 nmol)
Animal Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,12 -0,29 -0,38 -0,65 -0,82 -1,00
2 0,00 0,09 -0,67 -0,44 -1,00 -0,94 -0,85
3 0,00 0,08 0,27 -0,56 -0,96 -1,00 -1,00
4 0,00 0,12 -0,22 -0,83 -1,00 -1,00 -1,00
5 0,00 -0,39 -0,86 -0,82 -1,00 -1,00 -1,00
6 0,00 -0,30 -0,50 -0,94 -1,00 -1,00 -1,00
7 0,00 -0,11 -0,78 -0,52 -1,00 -1,00 -1,00
Média 0,00 -0,05 -0,44 -0,64 -0,94 -0,97 -0,98
EPM 0,00 0,08 0,15 0,08 0,05 0,03 0,02




Tabela 14: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo

periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de naloxone (1,3 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Naloxone (1,3 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 -0,24 0,04 0,06 0,00 -0,09 0,06
2 0,00 0,01 -0,24 -0,13 -0,04 -0,10 0,02
3 0,00 -0,07 -0,03 0,00 0,06 -0,07 -0,32
4 0,00 -0,03 -0,04 -0,02 0,02 -0,05 -0,05
5 0,00 0,23 -0,38 0,22 -0,22 -0,18 -0,32
6 0,00 -0,01 -0,02 0,03 0,06 0,01 -0,01
7 0,00 0,04 0,03 0,06 0,09 0,06 0,02
Média 0,00 -0,01 -0,09 0,03 -0,01 -0,06 -0,09
EPM 0,00 0,05 0,06 0,04 0,04 0,03 0,06

Tabela 15: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo

periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de naloxone (1,3 nmol) seguido por morfina (2,2 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizagio

Naloxone (1,3 nmol) + Morfina (2,2 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,22 0,02 0,12 0,25 0,15 -0,08
2 0,00 0,02 -0,09 0,14 0,17 0,07 0,10
3 0,00 0,06 -0,20 0,00 0,14 0,13 0,04
4 0,00 0,01 -0,02 -0,05 0,06 0,05 0,04
5 0,00 0,41 1,28 1,02 1,13 1,47 1,85
6 0,00 -0,32 -0,25 -0,30 -0,59 -0,30 0,20
7 0,00 0,10 0,07 0,06 0,09 0,01 0,07
Média 0,00 0,07 0,11 0,14 0,18 0,23 0,32
EPM 0,00 0,08 0,20 0,16 0,19 0,22 0,26




Tabela 16: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de bicuculina (0,2 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Bicuculina (0,2 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,06 0,03
2 0,00 -0,07 -0,04 -0,08 -0,03 -0,03 -0,03
3 0,00 -0,01 0,00 -0,08 0,00 -0,01 -0,03
4 0,00 0,02 0,06 0,06 0,02 -0,11 0,05
5 0,00 -0,01 -0,09 0,03 0,05 0,03 0,04
6 0,00 -0,12 -0,10 -0,17 -0,38 -0,65 -0,18
7 0,00 0,06 -0,01 -0,06 -0,19 -0,41 -0,31
Média 0,00 -0,02 -0,03 -0,04 -0,07 -0,16 -0,06
EPM 0,00 0,02 0,02 0,03 0,06 0,10 0,05

Tabela 17: Valores individuais do indice de vocaliza¢do em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e ap6s (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao
bilateral de bicuculina (1,0 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizagio

Bicuculina (1,0 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,01 -1,00 -0,98 -0,99 -1,00 -1,00
2 0,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
3 0,00 -0,04 -0,13 -0,26 -0,68 -0,97 -0,99
4 0,00 -0,97 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
5 0,00 0,34 -0,76 -0,79 -1,00 -1,00 -1,00
6 0,00 -0,68 -0,59 -0,34 -1,00 -1,00 -1,00
7 0,00 -0,59 -0,46 -0,95 -1,00 -1,00 -1,00
8 0,00 0,06 -0,55 -0,45 -0,58 -0,89 -0,86

Média 0,00 -0,36 -0,68 -0,72 -0,91 -0,98 -0,98

EPM 0,00 0,18 0,11 0,11 0,06 0,01 0,02




Tabela 18: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo

periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinjecdo

bilateral de muscimol (0,5 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Muscimol (0,5 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,10 0,03 0,09 -0,23 -0,28 -0,27
2 0,00 0,11 -0,02 -0,36 -0,80 -0,33 -0,08
3 0,00 -0,12 -0,27 -0,79 0,00 -0,60 -0,07
4 0,00 -0,45 -1,00 0,16 -0,32 -0,73 0,18
5 0,00 -0,40 0,19 -0,34 -0,47 -0,35 -0,01
6 0,00 0,48 0,48 -0,10 -0,19 0,33 0,10
7 0,00 0,37 -0,19 0,63 0,65 0,60 0,42
8 0,00 0,10 -0,54 0,11 0,20 0,02 0,18
9 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 -0,07 0,01
Média 0,00 0,02 -0,15 -0,06 -0,13 -0,16 0,05
EPM 0,00 0,10 0,14 0,13 0,14 0,14 0,07

Tabela 19: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicacdo do estimulo

periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinjecdo

bilateral de muscimol (1,0 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Muscimol 1,0 nmol

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,85 1,17 1,23 1,12 1,13 1,17
2 0,00 0,83 0,77 0,38 0,60 0,70 0,74
3 0,00 0,60 1,02 1,12 1,17 1,18 1,18
4 0,00 1,38 1,04 1,25 1,43 1,25 1,47
5 0,00 1,73 1,19 1,75 1,80 1,42 1,55
6 0,00 0,75 1,07 0,88 0,79 0,84 1,23
7 0,00 -0,09 -0,01 0,09 0,02 0,02 -0,27
Média 0,00 0,86 0,89 0,96 0,99 0,93 1,01
EPM 0,00 0,22 0,16 0,21 0,22 0,18 0,24




Tabela 20: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de carbacol (2,7 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Carbacol (2,7 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,05 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
2 0,00 -0,74 -1,00 -0,88 -1,00 -1,00 -1,00
3 0,00 0,04 0,05 -0,41 -0,41 -0,95 -0,96
4 0,00 -0,92 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
5 0,00 -0,39 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
6 0,00 -0,79 -0,84 -0,76 -0,89 -1,00 -0,92
7 0,00 -0,03 -0,19 -0,11 -0,84 -1,00 -1,00
8 0,00 -0,99 -0,74 -0,76 -1,00 -0,99 -0,90

Média 0,00 -0,47 -0,71 -0,74 -0,89 -0,99 -0,97

EPM 0,00 0,16 0,15 0,11 0,07 0,01 0,01




Tabela 21: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de atropina (0,7 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Atropina (0,7 nmol)

Animal __ Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,01 0,14 0,14 0,04 0,14 0,16
2 0,00 -0,01 0,03 0,01 -0,04 0,00 -0,22
3 0,00 -0,07 -0,04 -0,02 0,00 0,00 0,04
4 0,00 -0,17 0,04 0,01 0,11 -0,03 -0,03
5 0,00 -0,33 -0,03 -0,20 0,12 0,07 -0,20
6 0,00 -0,02 0,15 0,23 0,06 0,25 0,26
7 0,00 -0,06 0,02 0,04 0,02 0,06 -0,15
Média 0,00 -0,09 0,04 0,03 0,04 0,07 -0,02
EPM 0,00 0,05 0,03 0,05 0,02 0,04 0,07

Tabela 22: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e ap6s (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de atropina (0,7 nmol) seguido por carbacol (2,7 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Atropina (0,7 nmol) + Carbacol (2,7 nmol)

Animal Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,00 0,20 0,01 -0,06 -0,09 0,11 0,12
2 0,00 0,00 -0,14 -0,39 -0,17 0,00 -0,15
3 0,00 -0,36 -0,77 -0,04 0,09 0,24 0,21
4 0,00 0,01 0,09 0,05 -0,17 0,07 -0,14
5 0,00 -0,25 -0,21 0,36 -0,38 0,37 0,12
6 0,00 -0,77 0,28 0,31 0,22 0,29 0,26
7 0,00 -0,14 -0,07 0,10 -0,22 0,14 0,12

Média 0,00 -0,19 -0,12 0,05 -0,10 0,17 0,07

EPM 0,00 0,12 0,12 0,10 0,08 0,05 0,06




Tabela 23: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de naloxone (1,3 nmol) seguido por carbacol (2,7 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacdo

Naloxone (1,3 nmol) + Carbacol (2,7 nmol)

Animal Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min

1 0,0 0,3 0,2 0,2 0.4 0,2 0,4

2 0,0 0,0 -0,3 -0,4 -0,4 0,1 0,0

3 0,0 -0,3 0,0 -0,2 0,0 -0,5 0,0

4 0,0 0,0 -0,2 -0,1 0,0 0,0 -0,1

5 0,0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,0 0,0

6 0,0 0,2 0,1 0,2 0,0 -0,1 0,1

7 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 -0,2 0,2
Média 0,00 0,09 0,04 0,02 0,06 -0,07 0,09

EPM 0,00 0,08 0,08 0,10 0,10 0,09 0,06




Tabela 24: Valores individuais do indice de vocalizacdo em resposta a aplicagdo do estimulo
periférico nocivo em cobaias antes (controle) e apds (2, 5, 15, 30, 45, 60 min) a microinje¢ao

bilateral de muscimol (0,5 nmol) seguido por morfina (1,1 nmol) na FHD.

Indice de Vocalizacio

Muscimol (0,5 nmol) + Morfina (2,2 nmol)

Animal Controle 2 min 5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
1 0,0 0,25 0,24 0,20 0,15 0,16 0,20
2 0,0 0,07 0,07 0,06 -0,07 0,01 -0,08
3 0,0 -0,21 0,04 -0,01 -0,17 -0,07 -0,13
4 0,0 0,12 0,10 0,10 0,12 0,12 0,12
5 0,0 0,01 0,00 0,01 -0,01 0,01 -0,04
6 0,0 0,00 -0,33 -0,22 -0,12 -0,12 -0,20
7 0,0 -0,06 -0,06 -0,09 -0,08 0,00 -0,02
8 0,0 0,37 0,52 0,48 0,48 0,48 0,48
9 0,0 0,16 0,16 -0,22 0,15 0,16 -0,14

Média 0,00 0,08 0,08 0,03 0,05 0,08 0,02

EPM 0,00 0,06 0,08 0,07 0,07 0,06 0,07




Tabela 25: Duragdes médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a
microinje¢do bilateral de solucdo salina (NaCl 0,9%) na FHD seguido por solucdo salina

(0,9%) na ASM.

Duracao da Imobilidade Toénica (s)

Animal Controle Sham SAL (FHD) + SAL (ASM)

1 107 190 209
2 189 290 159
3 143 79 177
4 256 305 234
5 156 312 245
Média 170 235 205

EPM 25,2 44,8 16,4




Tabela 26: Dura¢des médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao

bilateral de solu¢do salina (NaCl 0,9%) na FHD seguido por carbacol (5,4 nmol) na ASM.

Duracao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham SAL (FHD) + CCh (ASM)

1 277 167 23
2 321 245 56
3 282 211 72
4 356 299 111
5 378 427 118
6 234 266 67
Média 308 269 75
EPM 22,0 36,6 14,5

Tabela 27: Duracdes médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirdrgico (controle), apos o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinjecao

bilateral de solu¢do salina (NaCl 0,9%) na FHD seguido por muscimol (1,0 nmol) na ASM.

Duracao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham SAL (FHD) + MUS (ASM)
1 252 302 317
2 90 68 124
3 113 83 116
4 368 290 323
5 153 84 74
6 176 89 67
Média 192 153 170

EPM 42,0 454 48,3




Tabela 28: Durac¢des médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirtrgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham) e apds a

microinje¢do bilateral de lidocaina (2%) na FHD seguido por carbacol (5,4 nmol) na ASM.

Duraciao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham LID (FHD) + CCh (ASM)
1 89 122 59
2 177 124 154
3 298 138 175
4 223 340 404
5 176 131 237
6 671 444 419
7 60 93 115
Média 242 199 223
EPM 77,6 51,4 52,8

Tabela 29: Duracdes médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirdrgico (controle), apos o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinjecao

bilateral de atropina (0,7 nmol) na FHD seguido por carbacol (5,4 nmol) na ASM.

Duraciao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham ATR (FHD) + CCh (ASM)
1 335 270 178
2 208 239 190
3 124 98 109
4 184 247 158
5 248 211 190
6 74 56 82
Média 195 187 151

EPM 37,6 36,0 18,5




Tabela 30: Duragdes médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao

bilateral de lidocaina (2%) na ASM seguido por carbacol (2,7 nmol) na FHD.

Duraciao da Imobilidade Tonica (s)

Animal Controle Sham LID (ASM)+ CCh (FHD)
1 113 76 16
2 109 105 2
3 64 77 16
4 174 244 9
5 193 111 57
6 316 162 39
7 307 329 51
8 116 105 54
9 207 100 66
10 46 47 27
11 185 183 24
12 202 150 13
13 39 49 9

Média 159 134 29

EPM 24,8 224 6,0




Tabela 31: Médias individuais dos cinco episddios de imobilidade tonica em cobaias antes do
procedimento cirurgico (controle), apds o procedimento cirdrgico (sham), apds a microinje¢ao
bilateral de muscimol (1,0 nmol) na ASM seguido por carbacol (2,7 nmol) na FHD.

Duracao da Imobilidade Toénica (s)

Animal Controle Sham MUS (ASM) + CCh (FHD)
1 271 240 162
2 477 352 107
3 169 130 88
4 248 292 129
5 291 225 39
6 348 239 48
7 325 288 56
Média 304 252 90

EPM 36,2 26,2 17,3
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