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RESUMO

A imobilidade tonica (IT) é uma resposta defensiva inata, caracterizada pelo estado
profundo e temporario de acinesia, evocada por meio de manobras de restricdo fisica e
inversdo da postura do animal. Nossos estudos prévios demonstraram que a estimulagdo
glutamatérgica da por¢cdo dorsomedial/dorsolateral da substincia cinzenta periaquedutal
(SCPd) diminui a duracdo da resposta de IT em cobaias (Cavia porcellus). Algumas
evidéncias sugerem que o cortex cingulado anterior (CCA) constitui em uma importante fonte
glutamatérgica para a SCPd. Além disso, sabe-se que o CCA exerce destacada fun¢do no
processamento de respostas envolvidas em contextos motivacionais defensivos e de
nocicep¢ao em humanos e em ratos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da microinje¢do de DLH (agonista glutamatérgico) no CCA de cobaias sobre a duragao
dos episodios de IT e sobre a nocicepgdo, analisada pelo teste de vocalizagdo induzida pela
aplicacdao de um estimulo nocivo agudo periférico e pelo teste nociceptivo de retirada da pata.
Esses testes nociceptivos permitiram analisar separadamente o componente afetivo-
motivacional e sensorio-discriminativo da dor, respectivamente. O presente trabalho teve o
objetivo também de avaliar o efeito do bloqueio funcional da SCPd, previamente a
microinjecdo de DLH no CCA, sobre a duragdo dos episddios de IT e sobre a resposta afetivo-
motivacional de dor. Por fim, o presente estudo se propOs investigar, por meio da
microinjecdo de neurotragador (Texas red conjugado a dextrana de amina biotinizada),
possiveis conexdes que partem do CCA e se dirigem diretamente para a SCPd em cobaias. Os
presentes resultados demonstraram que as microinje¢des de DLH (30 nmol / 0,2 ul)
diminuiram a duragdo da resposta de IT. Este efeito foi bloqueado pela prévia administragao
de 3,6 nmol de MK-801 (antagonista dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA) no CCA
ou na SCPd. Os resultados do presente estudo também mostraram que a microinje¢do de DLH
(30 nmol / 0,2 pl) no CCA produziu aumento da resposta de vocalizacdo induzida pela
aplicagdo de um estimulo nociceptivo, mas ndo sobre o reflexo nociceptivo de retirada da
pata. O referido efeito nociceptivo nao foi observado quando houve o tratamento prévio com
MK-801 (3,6 nmol / 0,2 pl) no CCA ou com lidocaina a 2 % (0,2 pul) na SCPd. A
microinjecao de 0,2 pl do rastreador neuronial Texas red (Peso molecular: 10.000) a 10 %
mostrou evidentes conexdes entre 0 CCA e a SCPd. Dessa forma, os presentes resultados
permitiram sugerir que os aminodcidos excitatorios no CCA de cobaias sdo capazes de
diminuir a duracdo da resposta de IT e de facilitar a expressdo do componente afetivo-

motivacional da dor. O mecanismo relacionado com essas atividades possivelmente envolve a



ativacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA presentes no CCA e o recrutamento,
por conexdes diretas, de neurdnios presentes na SCPd. Assim, os resultados do presente
estudo reforcam a idéia de que o CCA e a SCPd parecem fazer parte de uma mesma rede
neural, importante para a mediagdo de respostas envolvidas em contextos motivacionais, que

visam o afastamento ou a esquiva do animal em relagdo aos estimulos aversivos.



ABSTRACT

Tonic immobility (TI) is an innate defensive behavior evoked by physical restriction
and postural inversion, and is characterized by a profound and temporary state of akinesis.
Our previous studies demonstrated that glutamatergic stimulation of the
dorsomedial/dorsolateral portion of periaqueductal gray matter (IPAG) decreases the duration
of TI in guinea pigs (Cavia porcellus). Furthermore, evidences suggest that the anterior
cingulate cortex (ACC) constitutes an important source of glutamate for the dPAG. The ACC
is known to play a pronounced role in the processing of the motivational pain and defensive
responses in human and rats. So, the current study aimed to investigate the effect of unilateral
microinjection of DLH (DL-homocysteic acid; an excitatory amino acid agonist) into guinea
pig’s ACC on the duration of TI and on the different aspects of nociceptive responses. To
evaluate the nociceptive responses, it was used the model of vocalization (Voc) induced by a
noxious stimulus and paw withdrawal (PW) nociceptive reflex. These nociceptive responses
permitted to assess the affective-motivational and the sensory-discriminative components of
pain, respectively. In the current study, it was also investigated the existence of anatomical
ACC—-dPAG connection in guinea pigs and the importance of the dPAG on the ACC TI and
unpleasantness pain regulation. Our results demonstrated that DLH microinjections (30 nmol /
0.2 ul) into the ACC decreased the duration of TI. This effect was blocked by previous
microinjection of 3.6 nmol of MK-801 (NMDA receptor antagonist) into the ACC or into the
dPAG. Our results also showed that the vocalization response, but not PW nociceptive reflex,
was significantly increased after the microinjection of DLH (30 nmol / 0.2 pl) into ACC. This
effect was blocked by previous microinjection of MK-801 (3.6 nmol / 0.2 pl) in the same
region or by previous 2 % lidocaine microinjection in the dPAG. Furthermore, the
anterograde fluorescent neurotracer (Texas red-conjugated dextran amine) microinjected (0.2
ul) into the ACC demonstrated direct eferences to the dPAG in guinea pigs. These results
provide new insights that the excitatory amino acids in the ACC of guinea pigs can decrease
the duration of TI and facilitate the expression of affective-motivational component of pain.
The mechanism seems to be dependent of the activation of NMDA receptors in ACC and of
the direct recruitment of neurons in dPAG. Thus, the current results reinforce the idea that the
ACC and dPAG seem to constitute the same neural network, which is strongly involved in
mediation of motivational responses that are associated with the removal or avoidance of

animal from aversive stimuli.
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1-INTRODUCAO

1.1 - Comportamentos defensivos

No ambiente natural, os animais sdo frequentemente expostos a condi¢des de perigo,
de ameaga de vida e de situagdes que os fazem exibir padroes comportamentais, originados a
partir de antepassados mais basais e perpetuados hereditariamente, fundamentais para a
sobrevivéncia individual e para a manutengdo das espécies (Charles Darwin, 1872, reeditado
em 2000). Tais respostas sdo elaboradas por estruturas neurais envolvidas com um amplo
repertorio comportamental defensivo (Graeft, 1994), que ¢é variado, especifico e associado a
gravidade do risco. A condig¢do de perigo ¢ avaliada pela distancia, ou seja, a medida que a
ameaga (geralmente o predador) se aproxima, aumenta-se o risco € inicia-se uma seqiiéncia de
respostas apropriadas, por parte da presa, que visam preservar sua integridade organica. A
correlacdo entre o grau do perigo, determinado pela distincia entre presa/predador, ¢
denominada de distincia defensiva (Ratner, 1967). Outros fatores, além da distancia
presa/predador, como por exemplo, idade da presa, velocidade de escape da presa, tamanho
do predador (Ratner, 1967), podem representar uma situacdo de maior ou menor risco e,
consequentemente, influenciar na selecdo da resposta defensiva mais adequada ao momento.

De um modo geral, quando o perigo nao ¢ visto, mas ¢ percebido pela presa por meio
de sua passagem por um lugar desconhecido, ou com cheiro de animais mortos, a cautela
acompanhada pelo medo determina um comportamento vigilante, cuidadoso, somado de uma
hiperatividade motora que facilita a realizagdio de uma fuga em caso de necessidade
(Blanchard et al., 1974). Quando o perigo ainda esta distante, porém ja foi avistado pela presa,
mas sem a percep¢ao do predador, a conduta defensiva ¢ denominada de congelamento. A
finalidade desse comportamento € o de ndo despertar a aten¢ao do predador e, assim, evitar a

sua aproximag¢do. Quando a distancia se encurta ¢ o predador percebe a presa, essa realiza a
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fuga, na tentativa de afastar-se do oponente. Se isso ndo ocorrer ¢ a distancia presa/predador
chegar a zero, inicia-se, entdo, a proxima reacdo defensiva: a luta. Em caso de distancia zero
prolongada, ou seja, no contato fisico presa/predador associado com a impossibilidade de
qualquer outra agdo que leve a sobrevivéncia da presa, o comportamento defensivo

desencadeado ¢ a imobilidade tonica (Ratner, 1967).

1.1.1 - Imobilidade tonica

A imobilidade tonica (IT) é uma reposta defensiva inata, caracterizada por um estado
profundo e temporario de acinesia e de auséncia relativa de reacdes aos estimulos ambientais.
E desencadeada em muitas espécies de vertebrados e invertebrados, por diferentes tipos de
estimulagdes sensoriais, principalmente tateis e proprioceptivas (Klemm, 1971). E geralmente
emitida em ocasidoes extremas, onde a presa capturada expressa a sua limitacdo diante do
evento sem, no entanto, perder o controle da situacdo. A falta de movimentos geralmente
induz o predador a interromper o seu ataque e cria um ambiente favoravel para o escape
(Rodgers e Randall, 1987).

A importancia bioldgica da IT foi demonstrada por Sargent ¢ Eberhardt (1975), que
observaram ataques predatorios de raposas (Vulpes fulva) a patos e constataram que as presas
que sobreviveram as investidas iniciais, em torno de 58%, emitiram o comportamento de IT.
Segundo os autores, a IT representou uma oportunidade para as presas escaparem de
predadores que ndo costumam matar imediatamente apos a captura.

O trabalho produzido por Leite-Panissi et al. (2001) mostrou que, durante a IT, o
sistema analgésico enddgeno ¢ ativado e contribui para a manutengdo do estado de acinesia,
por meio da inibigdo de possiveis respostas relacionadas a nocicepcdo. Esses dados estdo de

acordo com as observagdes de Misslin (2003), que destaca a idéia de que a ativagdo do
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sistema defensivo ndo produz apenas comportamentos de defesa tais como, luta, fuga,

congelamento ou IT, mas também elicia analgesia endogena.

1.2 - Comportamentos defensivos e analgesia endogena

Sabe-se que durante o encontro de um animal com o seu predador ou com um co-
especifico agressivo, normalmente existe maior probabilidade de haver injurias teciduais que
podem desencadear reagdes associadas a nocicepc¢do. A diminui¢do da sensibilidade dolorosa,
portanto, se torna importante para impedir a expressdo de comportamentos capazes de
comprometer a execucao das repostas de prote¢ao (Harris, 1996).

Para Fanselow e Sigmundi (1986), os mecanismos de supressdo da dor sdao parte do
sistema defensivo que sdo controlados por sinais de perigo aprendidos ou inatos. Assim, o
rato, na presenga de seu predador natural, o gato, desencadeia tanto reagdes de congelamento
como reagdes envolvidas com o controle da dor (Lester e Fanselow, 1985). A apreensao do
animal pela pele da regido dorsal durante 10 segundos constitui em estimulagao tatil aversiva
que também ¢€ capaz de eliciar respostas de imobilidade e de analgesia (Fanselow e Sigmundi,
1986). A integracao entre os sistemas de controle da dor e o defensivo parece ocorrer também
em situacdes de ameaga entre individuos da mesma espécie. A percepcao de odores oriundos
de coespecificos estressados, a presenca de um individuo intruso no ninho, ou o contato com
uma fémea lactante, também parece desencadear antinocicep¢do associada com respostas de
defesa (Rodgers e Hendrie, 1983; Rodgers et al., 1983; Fanselow e Sigmundi, 1986).

Observagdes mais detalhadas sobre o sistema de analgesia defensiva vém
demonstrando haver mais de um tipo de mecanismo neuroquimico envolvido. Segundo
Rodgers e Randall (1987), a supressdao da dor depende do tipo de comportamento defensivo
emitido, ou seja, o controle da dor associado com as formas ativas das respostas defensivas,

aquelas que aumentam a atividade locomotora do individuo com o objetivo de afasta-lo do
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estimulo ameacador, sdo diferentes da analgesia associada com as formas passivas das
respostas defensivas. Dessa maneira, estimulos agudos, aversivos que produzem reagdes de
fuga e luta, provocam analgesia ndo mediada por opioides, enquanto que estimulagdes tateis
prolongadas, que ndo permitem reagdes de fuga e que eliciam as respostas de IT, estdo
associadas com antinocicep¢ao mediada por opioides. Os resultados obtidos por Leite-Panissi
et al. (2001) corroboraram essa hipotese, pois demonstraram, por meio de testes
algesimétricos, a participacdo do sistema analgésico endogeno opioide imediatamente apds as
respostas de IT em cobaias.

De acordo com os trabalhos de Basbaum e Fields (1984), existe um circuito neural
para o controle da dor mediado pelos opioides, que envolve a por¢do ventrolateral da
substancia cinzenta periaquedutal e o bulbo rostroventromedial, mais especificamente, o
nucleo magno da rafe (Carrive, 1993; Bandler e Shipley, 1994). A estimula¢do desse nucleo
por aferéncias oriundas da substincia cinzenta periaquedutal ventrolateral faz com que as suas
projegoes neurais, que trafegam pelo funiculo dorsolateral, inibam seletivamente populagdes
de neurdnios nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal. Ha indicios de que a ativagao
desse sistema esta associada com estimulagdes nocivas em tecidos superficiais que ocorrem
em situagdes onde a presa ndo tem oportunidade de fuga, ou ainda de estimulagdes nocivas
em tecidos profundos ou viscerais (Carrive 1993; Keay et al., 2001; Lumb, 2002; Keay e
Bandler, 2002).

O sistema de analgesia ndo opioide, por outro lado, parece estar associado com os
comportamentos defensivos vigorosos, fuga e luta, caracterizados pelo aumento da atividade
locomotora e do estado de alerta, desencadeados em situacdes de ameaga, onde a presa ainda
tem possibilidade de escape (Brandao et al., 1999). Embora o conhecimento funcional desse
sistema necessite de mais esclarecimentos, evidéncias cientificas mostram a participagao

contundente da porcdo dorsolateral/dorsomedial da substancia cinzenta periaquedutal
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(Brandao et al., 2003). Assim, dentro do contexto da atividade antinociceptiva enddgena, a
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) parece ser um elemento chave que participa de
maneira relevante tanto da analgesia opioide, como da analgesia nao opioide (Nichols et al.,

1989; Coimbra et al., 2006).

1.3 - Substancia cinzenta periaquedutal

A SCP ¢é uma proeminente estrutura do mesencéfalo que contorna o aqueduto de
Sylvius. Rostralmente, possui continuidade com a substincia cinzenta que contorna o terceiro
ventriculo no tdlamo e hipotalamo, enquanto que, no plano caudal, limita-se com a por¢ao
dorsal da ponte (Bandler e Depaulis, 1991). E um importante substrato envolvido também na
mediagdo de respostas relacionadas ao medo, ansiedade, lordose, vocalizacdo e regulacao
autondmica (Behbehani, 1995). Os circuitos neurais da SCP apresentam notavel capacidade
para modular e integrar as reagdes somaticas e autondmicas, presentes nos momentos de
perigo (Carrive et al., 1989), mediando comportamentos de defesa, protecdo e respostas
relacionadas ao sistema de analgesia descendente (Carrive, 1993).

Estudos neuroanatomicos da SCP, envolvendo observagdes comportamentais e
funcionais a partir de estimulagdes elétrica e quimica dos neuronios dessa estrutura,
demonstraram a existéncia de uma organizacdo citoarquitetonica ao longo do seu eixo
rostrocaudal, que determinou a sua subdivisdo em quatro por¢des: dorsomedial, dorsolateral,
lateral e ventrolateral. As por¢des dorsomedial, dorsolateral e lateral estdo associadas com
ativacdo somatomotora e autondmica produzida por estimulagcdes nocivas superficiais,
enquanto que a regido ventrolateral esta associada com inibi¢do de respostas somatomotoras e
autondmicas, geradas por estimulagdes nocivas em tecidos profundos (Carrive 1993; Keay et
al., 2001; Lumb, 2002; Keay e Bandler, 2002). Essa disposi¢do citoarquitetonica implica

funcionalmente a SCP com a coordenagdo das diferentes estratégias defensivas utilizadas para
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o enfrentamento do perigo. As colunas dorsomediais e dorsolaterais estdo relacionadas na
mediagdo de respostas relacionadas as estratégias ativas do comportamento defensivo, tais
como fuga, luta ¢ analgesia ndo opioide (Bandler e Shipley, 1994, Brandao et al., 2003). A
coluna ventrolateral participa da elaboracdo das estratégias passivas de enfrentamento do
perigo, mediando a analgesia opioide e as respostas de quiescéncia que diminuem o impacto
emocional e fisioldgico de uma situagdo de intenso estresse e dor.

A atividade da SCP na coordenagdo das respostas relacionadas aos comportamentos
defensivos e a antinocicepcdo ¢ modulada por conexdes neurais oriundas de estruturas
envolvidas na mediagcdo desses comportamentos, tais como a amigdala, o nticleo pré-mamilar
do hipotdlamo, o bulbo rostroventromedial, a medula espinal e os nucleos trigeminais
(Blomgvist e Craig, 1991; Yezierski 1991; Canteras e Swanson, 1992; Behbehani, 1995;
Canteras et al., 2001). Pouca aten¢do tem sido dada as investigagdes anatomicas de conexdes
entre as estruturas telencefalicas e a SCP, assim como, a influéncia funcional dessas projegdes
na mediagao das respostas comportamentais defensivas e nociceptivas (Shipley et al., 1991).

Mesmo assim, ¢ conhecido que projegdes neurais, em ratos, entre o cingulo e as
estruturas do tronco encefalico, incluindo a SCP, possuem uma organizagao topografica que
sugere a possibilidade do cortex cingulado contribuir com a modulacdo das fungdes motoras,
somaticas e comportamentais associadas aos contextos emocionais (Wyss e Sripanidkulchai,
1984). Estudos conduzidos por Shipley et al. (1991), baseados em técnicas de rastreamento
neuronial anterégrado e retrogrado, mostraram que o cortex frontal medial de ratos envia
robustas e proeminentes projecdes bilaterais para todas as regides da SCP ao longo de seu
eixo rostrocaudal. A andlise mais detalhada ainda mostrou que as projecdes sdo mais
evidentes unilateralmente e no plano anterior ¢ intermediario do que no plano mais caudal.
Mais recentemente, Floyd et al. (2000) também analisaram as conexdes neurais entre as

estruturas telencefalicas e a SCP de ratos. Contudo, nessa analise, as estruturas corticais foram
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subdivididas e avaliadas isoladamente. Dessa forma, foi mostrado que o cértex cingulado
anterior, por exemplo, envia densas eferéncias em dire¢do a por¢ao dorsolateral da SCP, com
extensdo para a regido dorsomedial. Esses dados foram semelhantes aos encontrados por An
et al. (1998) em estudos produzidos em encéfalos de macacos. As evidéncias de uma
organizagdo anatomica das conexodes que partem do cortex cingulado anterior para a SCP sao
condizentes com a hipotese de que essas vias podem ser importantes para o controle das
respostas somaticas, neuroenddcrinas e autonOmicas relacionadas aos comportamentos
envolvidos em contextos emocionais, como, por exemplo, os comportamentos defensivos

(Floyd et al., 2000).

1.4 - Cértex cingulado anterior

O cortex cingulado anterior (CCA) se constitui em uma area agranulada, localizada na
convexidade dorsomedial do cortex pré-frontal orbitomedial. Corresponde a area 24 de
Brodmann que estd limitada rostralmente e dorsalmente com o cortex pré-limbico,
posteriormente com o cortex cingulado posterior e ventralmente com a porgdo rostral do
corpo caloso. O CCA pode ser dividido em dorsal e ventral, assim como, em rostral e
posterior. Essa ultima se constitui em uma regido de transi¢do entre o CCA e o cortex
cingulado posterior e, talvez por esse motivo, esteja mais envolvida com as fungdes
cognitivas. O CCA dorsal tem participagdo em algumas atividades pré-motoras, enquanto que
a porcdo anterior estd mais envolvida na regulagdo das fungdes afetivas, mais precisamente
com as repostas neurovegetativas, de vocalizagdo e de nocicep¢do, presentes em
comportamentos de alto contexto emocional (Vogt et al., 1987 e 1995; Vogt ¢ Pandya, 1987;
Devinsky et al., 1995; Floyd et al., 2000).

A participagdo do CCA na modulagdo da nocicep¢do foi comprovada em alguns

trabalhos. A estimulagdo do CCA de ratos com a microinjecao de tACPD (0,25 pg/ 0,5 ul),
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um agonista glutamatérgico do tipo metabotropico, ¢ capaz de produzir diminui¢do do tempo
de resposta evocada no teste algesimétrico de “tail-flick”, sugerindo uma atividade de
facilitacdo da nocicepgao por parte do CCA (Calejesan et al., 2000). A microinjec¢do unilateral
dos agonistas glutamatérgicos NMDA (10 nM / 1 ul) e do 4acido homocisteico (0,1 M / 1ul)
no CCA de ratos também ¢ capaz de aumentar as respostas nociceptivas do teste de placa
quente (Zhang et al., 2005). Estudos conduzidos por Wei et al. (2001) e Zhuo (2002)
sugeriram o envolvimento dos receptores NMDA, presentes no CCA, na facilitagdo das
respostas de dores persistentes inflamatdrias e de origem neuropatica. Bozkurt et al. (2005)
quantificaram nove tipos de receptores presentes ao longo de todo o cortex cingulado e
mostraram a predominancia dos receptores glutamatérgicos nessa estrutura.

Outros estudos ndo envolvendo diretamente a atividade glutamatérgica também
evidenciaram a participacdo do CCA na modula¢do da nocicepgdo. Pastoriza et al. (1996)
provocaram lesdes bilaterais com radiofreqiiéncia no cortex medial frontal de ratos e
avaliaram as respostas de dor nos testes de “tail-flick”, da formalina e da placa quente. Os
seus resultados mostraram que a lesdo dessa regido nao modificou de maneira significativa as
respostas nos testes de “tail-flick” e da formalina, contudo, no teste da placa quente, houve
um aumento de 82 % da laténcia da resposta em relagcdo aos grupos controles. Segundo Lee et
al. (1999), a lesdo do cortex frontal medial de ratos produz efeitos antinociceptivos sobre as
respostas de dor desencadeadas por estimulos nocivos, frio e calor, medidos, respectivamente,
pelos testes algesimétrico da placa quente e da placa fria. Os resultados das pesquisas de
Donahue et al. (2001) mostraram que lesdes bilaterais no CCA de ratos reduzem
significativamente as respostas de dor expressas durante a fase tonica do teste da formalina,
contudo, ndo interferem na expressao de dor de natureza neuropatica.

De um modo geral, os estudos descritos acima levam a crer que o CCA contribui para

modula¢do da nocicepgao por meio do aumento da expressdo das respostas relacionadas aos
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estimulos nocivos. Possivelmente, os principais mecanismos envolvidos ocorrem pela maior
atuacdo do CCA no componente afetivo motivacional da dor do que no componente sensorio
discriminativo (Foltz et al., 1962; Devinsky et al., 1995; Rainville et al., 1997; Johansen et al.,
2001). Essa hipotese ¢ suportada por estudos realizados em seres humanos que sofreram
estimulacdo elétrica no CCA e relataram medo e agitagdo, associados com respostas
autondmicas, como aumento dos batimentos cardiacos, por exemplo (Devinsky et al., 1995).
Portadores de dores cronicas, tratados com cingulotomia, relataram continuar apresentando a
sensacdo de dor, porém sem a percepcao do componente desagradavel, de incomodo e de
ansiedade (Foltz et al., 1962; Devinsky et al., 1995). Em um trabalho bastante interessante em
humanos, Rainville et al. (1997) mostraram, por meio da tomografia por emissao de positrons,
a ativacdo do CCA durante o aumento, induzido pela sugestdo hipndtica, da percepcao do
componente afetivo da experiéncia dolorosa. Mais recentemente, em um estudo efetuado em
ratos, Johansen et al. (2001) demonstraram que a integridade funcional do CCA ¢ necessaria
para a resposta de esquiva induzida pela associagao condicionada de um ambiente a uma
estimulag¢do nociva tonica, mas ndo € essencial para a expressdo das respostas nociceptivas
agudas evocadas pelo mesmo estimulo nocivo tonico. Outros trabalhos utilizando o mesmo
modelo confirmaram esses resultados e ainda mostraram que os aminoacidos excitatorios
parecem executar um papel fundamental nessa atividade (Lei et al., 2004; Johansen e Fields,
2004; Tang et al., 2005).

Nao foi encontrado nenhum trabalho descrito na literatura que correlaciona a atividade
do CCA com a modulagdo da nocicepcao, avaliada pelo teste algesimétrico de vocalizagao,
induzida pela aplicagdo de um estimulo nociceptivo agudo, em cobaias. A resposta de
vocalizagdo induzida por estimulagdo nociva ¢ considerada uma expressao principalmente do
componente afetivo-motivacional da dor (Borszcz, 1995a; Sanchez, 2003), ja que varios tipos

de vocalizagdo sdao eliciados freqiientemente em situagdes emocionais aversivas, que
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envolvem medo e ansiedade (Jiirgen, 1978; Borszcz, 1995a; Sanchez, 2003). Além disso, os
circuitos neurais que controlam a resposta de vocalizagdo sdo formados pelos mesmos
substratos supra-espinais envolvidos na mediacdo da dor (Carrive, 1993; Bandler e Shipley,
1994; Borszcz, 1995b; Jiirgens, 2009). E provavel que resultados produzidos utilizando o
teste nociceptivo de vocalizacdo tragam elementos interessantes, que talvez possam ser
comparados com outros resultados oriundos de outras andlises nociceptivas. Trabalhos
conduzidos por Pastoriza et al. (1996) e Donahue et al. (2001), baseados na utilizagdo de mais
de um teste algesimétrico, mostraram que o CCA ¢ capaz de interferir no comportamento
doloroso de maneiras diferentes.

Além de modular as respostas de nocicep¢do, o CCA parece influenciar
significativamente outros comportamentos relacionados com o contexto afetivo-motivacional
(Takenouchi et al., 1999; Hornak et al., 2003; Rudebeck et al., 2006). Assim, alguns trabalhos
mostraram o envolvimento do CCA nas respostas de depressdo, ansiedade, medo contextual,
desordens relacionadas com estresse pos-traumatico e vocalizacdo associada a contextos
aversivos de ameaga (Chua et al., 1999; Kyuhou e Gemba, 1999; Frankland et al., 2004;
Pietersen et al., 2006; Bissiere et al., 2006; Bryant et al., 2008). Com relagdo a essa tltima
resposta, evidéncias levam a crer que o CCA exerce influéncia por meio de projecdes neurais
que se dirigem diretamente para a SCP. Estudos com cobaias sugeriram que essas projegoes
tém natureza glutamatérgica (Kyuhou e Gemba, 1999; Dujardin e Jiirgens, 2006).
Recentemente, demonstramos que a microinjecdo de agonista glutamatérgico ionotropico e
metabotrépico, o 4cido D,L-homocisteico (DLH - 30 nmol / 0,2 ul), na porcao
dorsolateral/dorsomedial (dorsal) da SCP produz diminui¢do significativa na duragdo das
resposta de IT (Ramos Coutinho et al., 2008). Esses resultados nos permitiram questionar
sobre a origem das projecdes glutamatérgicas que poderiam exercer a fungdo de estimular a

SCP dorsal (SCPd) e diminuir a duragdo do comportamento de IT. Segundo Beitz ¢ Williams
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(1991), o cortex cingulado se constitui em uma das principais fontes glutamatérgicas para a
SCP em ratos, sendo capaz, portanto, de modificar as varias respostas comportamentais
mediadas por essa estrutura.

Os trabalhos encontrados na literatura e descritos até o momento sugerem que o CCA
apresenta um envolvimento significativo e complexo na modulagdo dos comportamentos
associados aos contextos emocionais e aversivos. Dessa forma, com o intuito de contribuir
para uma melhor compreensdo da relevancia funcional do CCA na mediagdo de respostas
dessa natureza, o presente trabalho se propds a avaliar a participagdo do CCA de cobaias na
modula¢do das respostas defensivas de IT e de nocicepcdo. Além disso, baseado nas
evidéncias que sugerem que o CCA e a SCPd estdo envolvidos conjuntamente na regulacao
de algumas respostas afetivo-motivacionais (Kyuhou e Gemba, 1999; Keay e Bandler, 2001),
nos propusemos também avaliar a existéncia de possiveis conexdes entre 0 CCA ¢ a SCPd em
cobaias, assim como a importancia da SCPd sobre as respostas de IT e de nocicepgdo, apos a

estimulagdo do CCA.
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2 - OBJETIVOSESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da microinjecdo de agonista e antagonista glutamatérgico, mais
especificamente DLH e MK-801, respectivamente, no CCA de cobaias sobre a duragdo dos
episddios de imobilidade tonica;

- Investigar o efeito da microinjecdo de agonista e antagonista glutamatérgico, mais
especificamente DLH e MK-801, respectivamente, no CCA de cobaias sobre a nocicep¢ao
avaliada pelo teste de vocalizagdo induzida pela aplicagdo de um estimulo nocivo periférico e
pelo teste de retirada da pata. Esses testes nociceptivos foram utilizados com o intuito de se
analisar separadamente o componente afetivo-motivacional e sensorio-discriminativo da dor,
respectivamente;

- Avaliar o efeito do bloqueio funcional da SCPd, previamente a estimulacio
glutamatérgica do CCA, sobre a dura¢do dos episodios de IT e sobre a resposta afetivo-
motivacional de dor;

- Estudar, por meio da microinje¢do de neurotragadores, a existéncia de possiveis

eferéncias que partem do CCA e se projetam para a SCPd em cobaias.
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3-MATERIAISE METODOS

3.1- Animais

No presente estudo utilizaram-se cobaias machos (Cavia porcellus), pesando entre
450-500 g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Os animais
foram mantidos em caixas acrilicas, forradas com maravalha, com temperatura controlada (24
+ 1°C), com ciclos de 12/12h de claro/escuro e com acesso livre a 4dgua e comida. As
condi¢des de manutengdo dos animais e os procedimentos experimentais obedeceram aos
padroes exigidos pelo guia para cuidados e uso de animais de laboratdrio, elaborado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Os experimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, mediante o protocolo de nimero 069/2007.

3.2 - Procedimentos cir urgicos

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de 0,2 ml de cloridrato de
cetamina e 0,15 ml de xilazina. Em seguida, foram realizadas a tricotomia e assepsia da pele
da cabega, imediatamente apds a fixacdo da mesma em um aparelho estereotaxico (Davis-
Kopff) adequado para animais de pequeno porte. Posteriormente a exposicdo da calota
craniana, foi implantada a canula-guia, por onde foram efetuadas as administragdes das
drogas em estudo. A localizagdo do implante teve como referéncia as coordenadas do atlas de
Rossner (1965) para cobaias. Os parametros estereotaxicos utilizados para atingir o CCA
foram 1,7 mm anteriormente ao bregma, 0,4 mm lateralmente a linha média e 4,7 mm acima
da linha intraural. Para atingir a SCPd, as coordenadas foram 9,4 a 9,8 mm posteriormente ao
bregma, 0,8 mm lateralmente a linha média e de 3,0 mm acima da linha intraural. O

comprimento das canulas-guias para a SCPd e para o CCA foram respectivamente de 14 mm
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e de 10 mm. Os implantes foram fixados com auxilio de uma prétese de acrilico e de um
parafuso rosqueado na superficie 6ssea. O periodo de recuperagdo foi de 6 a 7 dias, com livre

acesso a comida e agua.

3.3 - Microinjecéo das drogas

A administracdo das drogas foi realizada com uma seringa de Hamilton (5,0 ul)
adaptada por meio de um segmento de polietileno de aproximadamente 45 cm (PE-10),
conectado a uma agulha dental (Mizzi, USA) de 0,3 mm de didmetro externo ¢ 11 mm de
comprimento para atingir o CCA e de 15 mm para atingir a SCPd. A agulha da inje¢do e parte
do tubo de polietileno, proximal a conexdo com a agulha, foram preenchidas com as drogas
utilizadas, enquanto que o segmento restante do polietileno, conectado com a microsseringa,
foi preenchido com agua destilada. Vale salientar que uma pequena bolha de ar separou os
dois liquidos contidos no tubo de polietileno. A extremidade da agulha Mizzi foi de 1 mm
além da extremidade inferior da canula-guia para atingir o tecido encefalico. A microinjecao
ocorreu em um periodo de 60 segundos, e a agulha foi deixada no local por mais 40 segundos

para evitar refluxo.

3.4 - Drogas utilizadas

- DLH (Acido D,L-Homocisteico a 97 %; agonista glutamatérgico;Aldrich).

- MK- 801 [(+) — Metil- 10, 11- di-hidro- 5H - dibenzo [a,d] cycloheptano- 5, 10-
imina; antagonista de receptores NMDA; Sigma]

- Lidocaina (Sigma).

- As concentragdes utilizadas para as microinjegdes do DLH foram de 15 e 30 nmol,
enquanto que para a microinje¢do do MK-801 foi de 3,6 nmol (Ramos Coutinho et al., 2008).

A Lidocaina foi administrada a uma concentragdo de 2 % (Leite-Panissi et al., 2003).
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- Todas as drogas foram dissolvidas em solucdo salina tamponada (NaCl a 0,9%), que
foi usada também para controle do veiculo das drogas microinjetadas.

- Para a avaliacdo neuroanatomica, foi utilizado o neurotragador preferencialmente
anterogrado, a dextrana de amina biotinizada de peso molecular 10.000 (BDA: 10.000 P.M.;
Molecular Probes, EUA), conjugado a fluorescéncia Texas red. A diluicdo ocorreu a uma
concentragdo de 10 %, em solugdo salina (Castellan-Baldan et al., 2006).

- Todas as microinje¢des foram efetuadas em um volume de 0,2 pl.

3.5- Testedeimabilidadeténica (1T)

A avaliacdo das respostas de IT foi realizada em uma sala semi-escura e com ruido de
fundo (condicionador de ar ligado na posicdo de ventilagdo). Os animais utilizados nessa
etapa experimental permaneceram por um tempo de 20 minutos antes do experimento, para
habitua¢cao do ambiente e reducao do estresse.

Ap6s esse periodo, cada animal foi submetido a 5 manobras sucessivas de inducdo de
IT, para registro da duracdo dos episodios antes da cirurgia (sessdo controle). As manobras
foram efetuadas manualmente, apreendendo os animais ao redor do toérax e invertendo-os
rapidamente, de modo a deixd-los em decubito dorsal, at¢ o instante em que houve
interrup¢do da movimentagdo (Ratner, 1967). Nesse momento, as maos do experimentador,
por sobre o animal, foram removidas e o crondmetro acionado imediatamente para registro da
duragdo da resposta. O crondmetro foi interrompido quando o animal retornou para a sua
postura habitual, o que se constituiu em indicativo do final do episddio da IT. Apds o registro
da duracdo dos cinco episodios de cada animal, foi feita a média das duracdes de IT em
segundos e considerada como a média da sessdo controle.

No dia seguinte, os animais foram operados, conforme descrito anteriormente, e, apds

5-7 dias de recuperacdo, submetidos a outras sessdes de IT. No primeiro dia apds a
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recuperagao, foi realizada a sessao “sham”, a qual se diferenciou da sessdo controle apenas
pela introducgdo da agulha pela canula-guia, sem microinje¢ao de drogas. Vinte e quatro horas
apods, os animais foram submetidos a sessdo experimental, determinada pela microinje¢ao das

drogas em estudo, previamente as 5 manobras de indugdo de IT .

3.6 - Teste algesimétrico deretirada da pata (TRP)

O teste algesimétrico de retirada da pata (TRP) foi utilizado para avaliagdo das
respostas nociceptivas relacionadas com a expressao do componente sensorio-discriminativo
da dor. Inicialmente, a superficie plantar da pata posterior das cobaias foi apoiada sobre uma
resisténcia, em temperatura ambiente (24 + 1 °C). Em seguida, foi acionado o dispositivo
elétrico que aqueceu a resisténcia a uma velocidade de aproximadamente 3,6 °C/s. Esse
aquecimento produziu uma estimulacdo nociva térmica capaz de eliciar o reflexo nociceptivo
de retirada da pata. A temperatura final na qual as cobaias emitiram o reflexo nociceptivo de
retirada da pata, foi registrada e utilizada como parametro para as avaliagdes. Nas situagdes
em que os animais ndo removeram a pata da fonte de calor até a temperatura de 70 °C (~12.8
s), houve interrup¢ao do procedimento para prevengao de possiveis danos teciduais.

Para execucdo do protocolo experimental, as cobaias foram transferidas para a sala de
experimentacdo, onde permaneceram por cerca de 20 minutos para habituacio e redug¢do do
estresse. Em seguida, foram submetidas ao TRP por trés vezes consecutivas, com intervalos
de 1 a 3 minutos entre cada teste, para determinagdo da linha de base. Posteriormente,
efetuaram-se as microinje¢des das drogas nos sitios previamente determinados e, em seguida,
realizaram-se novos TRP nos intervalos de tempo de 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apds as

microinjecdes.
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3.7 - Teste algesimétrico de vocalizagao

O teste nociceptivo de vocalizagdo induzido por um estimulo nocivo periférico,
utilizado em nosso laboratorio, tem se mostrado adequado para a medicdo de respostas de
nocicepcao em cobaias (Menescal-de-Oliveira e Lico, 1977 e 1982; Menescal-de-Oliveira e
Hoffmann, 1993). Esse teste consiste na aplicagdo de um estimulo agudo periférico nocivo
(choque elétrico) na pata, que provoca a emissdo de uma resposta de vocalizagdo pelo animal,
o que ¢ interpretado como expressdao do componente afetivo-motivacional de dor.

Para a aplicagdo do estimulo nocivo periférico, foi implantado, na regido subcutanea
da coxa do animal, um par de eletrédios de ago-inox, ndo isolados, medindo 0,3 mm de
diametro ¢ 10 mm de comprimento. Apds esse procedimento, a cobaia foi parcialmente
contida em uma caixa de acrilico preenchida com espuma de nylon, onde permaneceu sem
qualquer forma de manipulag¢ao por 20 minutos para habituagao a situagdo experimental.

Apds o periodo de habituagdo, os animais foram submetidos a um estimulo elétrico
com corrente alternada, freqliéncia de 100 Hz e duragdo do pulso de 0,5 ms. Inicialmente, a
intensidade da corrente foi de 0,6 mA para o estabelecimento do limiar da resposta de
vocalizagdo. Em caso de auséncia da resposta, a intensidade da estimulacdo foi aumentada
gradativamente até que o animal iniciasse a resposta de vocalizagdo, ou até¢ a intensidade
maxima de 4,0 mA. As cobaias que ndo responderam até a intensidade maxima (4,0 mA),
foram excluidas do experimento.

Estabelecida a intensidade da estimulagdo nociva que evocou a resposta de
vocalizagdo do animal, mais duas estimulagdes subsequentes foram realizadas para confec¢ao
de uma linha de base ou registro controle. Na sequéncia, as drogas em estudo foram
administradas nos sitio previamente determinados, e em seguida, foram efetuados novos
registros das amplitudes das vocalizagdes nos intervalos de tempo de 2, 5, 10, 15 ¢ 30 minutos

apds as microinjecdes.
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A vocalizagdo foi captada por meio de um microfone Aiwa DM-64, conectado a um
pré-amplificador (Bioeletric Preamplifier RB-5), com capacidade de converter as ondas
sonoras em sinais elétricos. Esses sinais foram transmitidos para um dos canais do poligrafo
(Nihon Kohden) como registros graficos das respostas de vocaliza¢dao. A amplitude dos picos
do registro grafico foi proporcional a intensidade de vocalizagdo do animal. Dessa forma, a
média dos picos de cada resposta representou um indice confidvel da magnitude de

vocalizagao.

3.8 - Neurotracamento

Para realiza¢do do estudo neuroanatdémico, as cobaias foram submetidas ao implante
da canula-guia no CCA, conforme os procedimentos cirurgicos descritos anteriormente. Apos
essa etapa, os animais receberam no CCA a microinje¢do de 0,2 pl de solugdo salina (0,9 %),
diluida com dextrana de amina biotinizada a 10 % (BDA: 10.000 P.M) conjugada a
fluorescéncia Texas red. Vale salientar que a microinjecdo ocorreu seguindo o mesmo
esquema de microinjecdo das drogas comentado previamente, exceto pelo fato de ocorrer ao
abrigo da luz.

Dezenove dias apés a administragdo do BDA conjugado ao Texas red, os animais
foram anestesiados profundamente com Pentobarbital sodico (Thionembutal®, 50 mg/Kg, i.p.)
e perfundidos, via intracardiaca, com solucao salina tamponada, seguida de paraformaldeido a
4 %, diluido em tampao fosfato (0,1 M, pH = 7,3). Posteriormente, os encéfalos foram
removidos, fixados durante 4 horas e imersos durante 48 horas em solugdo de sacarose a 20
%, para crioprote¢do dos tecidos. Todos esses procedimentos também foram realizados ao
abrigo da luz para evitar degradagdo da fluorescéncia inerente no Texas red.

Na etapa seguinte, os encéfalos foram colocados em isopentana, resfriada com gelo

seco, na temperatura aproximada de — 80 °C. Em seguida, o material foi cortado sob a
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temperatura de — 20 °C, na espessura de 30 um, em micrdtomo de congelamento (Micron HM
505 N). Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas para posterior analise em
microscopio de fluorescéncia (Axiolmager Z1; Zeiss; Alemanha), equipado com um sistema
de filtros de luz com comprimento de onda de 360 nm. A anélise microscdpica teve o objetivo
de constatar os sitios das microinje¢cdes do BDA conjugado ao Texas red no CCA e identificar

a marcacao fluorescente nos neuronios da SCPd.

3.9 - Grupos experimentais

3.9.1 - Experimento |

Nessa etapa experimental avaliou-se a atividade do agonista de AAE, o acido D,L-
homocisteico (DLH), e de antagonista ndo competitivo dos receptores glutamatérgico do tipo
NMDA, o MK-801, microinjetados no CCA, sobre a duragdo da IT. Avaliou-se também os
aspectos funcionais da conexdo glutamatérgica entre o CCA e a SCPd na modulacdo da
duracao da IT :

Grupo 1: Microinje¢des de solucdo salina a 0,9 % (0,2 ul) previamente aos episodios
de IT.

Grupo 2: Microinje¢des de DLH (30 nmol / 0,2 pul) previamente aos episddios de IT.

Grupo 3: Microinje¢des de MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul) + microinjecdo de DLH (30
nmol / 0,2 pl), previamente aos episodios de IT.

Grupo 4: Microinje¢des de MK-801 (3,6 nmol / 0,2 pl) previamente aos episddios de
IT.

Grupo 5: Microinjecdo de solucdo salina a 0,9 % (0,2 pl) na SCPd, 1 minuto antes da
microinjecao de solugdo salina a 0,9 % (0,2 pl) no CCA. Avaliagdo em seguida aos episodios

de IT.
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Grupo 6: Microinje¢ao de solugdo salina a 0,9 % (0,2 ul) na SCPd, 1 minuto antes da
microinjecao de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no CCA. Avaliagao em seguida aos episddios de IT.

Grupo 7: Microinje¢do de MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul) na SCPd, 1 minuto antes da
microinjecao de DLH (30 nmol / 0,2 ul) no CCA. Avaliagdao em seguida aos episodios de IT.

Grupo 8: Microinjecdo de MK-801 (3,6 nmol / 0,2 pl) na SCPd, 1 minuto antes da
microinjecao de solu¢do salina a 0,9 % (0,2 pl) no CCA. Avaliagdo em seguida aos episodios

de IT.

3.9.2 - Experimento I

Nessa etapa experimental avaliou-se a atividade do agonista de AAE, o acido D,L-
homocisteico (DLH), sobre a nocicep¢do mensurada pelos testes de retirada da pata (TRP) e
de vocalizag¢do. Avaliou-se também a atividade do antagonista ndo competitivo dos receptores
glutamatérgico do tipo NMDA, o MK-801, microinjetado no CCA, sobre a nocicep¢ao
mensurada pelo teste de vocalizagdo. Analisaram-se, por fim, os aspectos funcionais da
conexao neuronial entre o CCA e a SCPd na modulacdo da nocicep¢ao mensurada pelo teste
de vocalizagao.

Grupo 1: Microinjecdes de solugdo salina a 0,9 % (0,2 pul) previamente ao teste de
retirada da pata (TRP).

Grupo 2: Microinje¢des de DLH (15 nmol / 0,2 pul) previamente ao TRP.

Grupo 3: Microinje¢des de DLH (30 nmol / 0,2 pul) previamente ao TRP.

Grupo 4: Microinjegdes de solugao salina a 0,9 % (0,2 ul) previamente aos testes de
vocalizacao.

Grupo 5: Microinjegdes de DLH (15 nmol / 0,2 pl) previamente aos testes de

vocalizagao.
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Grupo 6: Microinjegdes de DLH (30 nmol / 0,2 ul) previamente aos testes de
vocalizagao.

Grupo 7: Microinje¢des de MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul) + DLH (30 nmol / 0,2 pul)
previamente aos testes de vocalizagao.

Grupo 8: Microinje¢des de MK-801 (3,6 nmol / 0,2 pl) previamente aos testes de
vocalizagao.

Grupo 9: Microinjecao de solugdo salina a 0,9 % (0,2 ul) na SCPd, 10 minutos antes
da microinje¢do de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no CCA. Avaliagdo em seguida a nocicepg¢ao
causada pelo teste da vocalizagao.

Grupo 10: Microinjecao de solucdo salina a 0,9 % (0,2 pl) na SCPd, 10 minutos antes
da microinjecdo de solugdo salina a 0,9 % (0,2 pl) no CCA. Avaliagdo em seguida a
nocicepcao pelo teste da vocalizagao.

Grupo 11: Microinje¢do de lidocaina a 2% (0,2 ul) na SCPd, 10 minutos antes da
microinjecdo de DLH (30 nmol / 0,2 ul) no CCA. Avaliagdo em seguida a nocicepcao pelo
teste da vocalizacao.

Grupo 12: Microinje¢do de lidocaina a 2% (0,2 ul) na SCPd, 10 minutos antes da
microinjecao de solucdo salina a 0,9 % (0,2 pl) no CCA. Avaliagdo em seguida a nocicepgao

pelo teste da vocalizagao.

3.9.3 - Experimento neur oanatémico

Nessa etapa experimental, avaliou-se a existéncia de projecdes neuroanatomicas do
CCA para a SCPd.

Grupo 1: Microinjegdes no CCA, a um volume de 0,2 ul de BDA (PM: 10.000)

conjugado ao Texas red.



Materiais e Métodos | 32

3.10 - Histologia

Apos a realizagdo dos protocolos experimentais, os animais foram profundamente
anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg, ip) e submetidos a perfusdo, via ventriculo
esquerdo, com solugao fisioldgica, para retirada do sangue. Em seguida, o sistema nervoso central
foi perfundido com soluc¢do de formaldeido a 10%, para fixagdo dos tecidos. Os cérebros foram
retirados ¢ mantidos em solugdo de formaldeido (10%) por no minimo 24 horas ¢ na solugao de
sacarose por no minimo 2 dias. Apds este tempo, os cérebros foram cortados no criostato (Micron
HM 505N) e corados com o método de Nissl. Os cortes foram analisados sob microscopia de luz
(Axiovert 100, sistema de aquisi¢do de imagens KS-300 Zeiss), ¢ os sitios de microinje¢do foram
identificados segundo o atlas de Rossner (1965), para cobaias. Foram considerados para analise

dos resultados, apenas os animais cuja microinjecao atingiu a estrutura alvo.

3.11 - Anélise dos resultados

Os resultados dos experimentos de IT foram expressos em valores médios das
duracdes dos 5 episoddios de imobilidade tonica de cada animal e através do erro padrdo da
média (média + erro padrdo da média). A analise estatistica dos dados foi realizada por meio
de uma variancia para medidas repetidas (ANOVA) e as diferengas determinadas pelo teste
DUNCAN. Os dados foram considerados estatisticamente significantes para o p < 0,05.

Nos experimentos de vocalizagdo, a amplitude dos picos no registro grafico da
vocalizagdo evocada pela aplicacdo de um estimulo nociceptivo foi medida em milimetros
(mm) e a média de cada resposta foi interpretada como uma medida quantitativa de
vocalizagdo. Os resultados em milimetros foram transformados em indice de vocalizacao
(Ivoc) utilizando a seguinte formula:

Ivoc = média de vocalizacdo — valor dalinha de base

Valor dalinha de base
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Nos testes de retirada da pata, os resultados registrados em graus centigrados também
foram transformados em indice do teste de retirada da pata (IRP) utilizando a seguinte
formula:

|RP =temperatura deretirada da pata — valor dalinha de base

70 —valor dalinha debase

Vale lembrar que 70 ¢ a temperatura de corte medido em graus Celsius utilizada no
TRP.

Para a estatistica utilizada nos teste de vocalizagdo e de retirada da pata, foi realizada
uma analise variancia multivariada (MANOVA) para medidas repetidas, onde as varidveis
foram o tempo (fator repetido) e o tratamento (fator independente), seguido de uma analise de
variancia de uma via (one-way) ¢ teste de Duncan. Os dados foram estatisticamente

significantes para p < 0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1 - EXPERIMENTO |

- Avaliacdo do efeito do agonista de AAE, o acido D,L-homocisteico (DLH), e
antagonista ndo competitivo dos receptores glutamatérgico do tipo NMDA, o MK-801,
microinjetados no CCA, sobreaduracdodalT;

A microinjecdo de DLH (30 nmol / 0,2 ul) no CCA de cobaias produziu uma
diminuigdo significativa (F, 20) = 4,07; p = 0,033) na duragao dos episodios de IT (Fig. 2; n =
11). A aplicagdo do pos-teste de DUNCAN mostrou diferenca entre a média experimental
(83,4 + 30,7) e as médias controle (243,5 + 43,2) ¢ “sham” (238,4 + 55,7). A administragao
do antagonista dos receptores NMDA, o MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul), previamente ao DLH
produziu bloqueio do efeito da microinjecdo de DLH sobre a resposta de IT. Isto ¢, a
microinjecdo do MK-801 + DLH nao foi capaz de promover alteragao significativa (p > 0,05)
da média de duracdo da IT (344,5 + 84,4) em relagdao ao controle (367 + 58,8) ¢ ao “sham”
(425,5 + 92,2). Também nao se observou diferenga significativa entre essas duas ultimas
médias (Fig. 3; n = 10). Além disso, os animais que foram submetidos a administragdo, per
se, do MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul; n = 8; Fig. 4) no CCA nao apresentaram modifica¢des (p >
0,05) na duragdo da IT na situagdo controle (137,6 + 35,0), “sham” (153,2 + 48,0) e
experimental (153,4 + 52,3). Da mesma forma, a média de duracdo dos episodios de IT apds a
microinjecdo de 0,2 pul de solugdo salina (107,6 + 24,7) ndo foi diferente (p > 0,05; n = §; Fig.
1) das médias controle (132,8 + 25,3) e “sham” (107,6 + 26,1).

A figura 5 mostra uma representagdo esquematica do CCA, contendo as microinje¢des
dos grupos experimentais, descritos no ultimo paragrafo. A figura 6 mostra uma

fotomicrografia de uma microinje¢ao localizada no CCA de cobaia.
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- Avaliacdo dos aspectos funcionais da conexdo glutamatérgica entre o CCA e a
SCPd na modulacdo daduracdodalT.

A microinje¢do de DLH (30 nmol / 0,2 ul) no CCA de cobaias, 1 minuto apds a
microinjecdo de solugdo salina a 0,9 % (0,2 ul) na SCPd, produziu uma diminui¢ao
significativa (F, 13) = 8,79; p = 0,002) na duracdo dos episddios de IT (Fig. 8; n = 10). A
aplicagdo do pos-teste de DUNCAN mostrou diferenca significativa entre a média
experimental (60,6 + 19,2) quando comparada com as médias controle (162,3 +41,7) e
“sham” (139,7 + 35,6). Essa diminui¢do ndo foi observada no grupo que recebeu a
administracdo do MK-801 (3,6 nmol / 0,2 pl) na SCPd 1 minuto antes da microinje¢do do
DLH no CCA. Isto ¢, a microinjecdo do MK-801 na SCPd + DLH no CCA nao foi capaz de
promover alteragdo significativa (p > 0,05) da média de duracdo da IT (88,5 + 33,1) em
relacdo ao controle (136,4 + 20,2) ¢ ao “sham” (85,2 + 16,6). Também nao se observou
diferenca significativa entre essas duas tltimas médias (Fig. 9; n = 8). Além disso, os animais
(n = 8) que foram submetidos a administragdo do MK-801 na SCPd, previamente a
microinjecdo de solugdo salina no CCA, ndo apresentaram modificagoes (p > 0,05) nos
episoddios de IT na situagdo controle (236,5 + 32.4), “sham” (234 + 69,4) e experimental
(191,4 + 45,1), conforme mostra a figura 10. Da mesma forma, a média de duragdo dos
episoddios de IT apds a microinje¢ao de 0,2 pl de solugdo salina na SCPd, previamente a
microinjecao de solugdo salina no CCA (258,6 + 74,6), nao foi diferente (p > 0,05; n = §; Fig.
7) das médias controle (255,1 + 31,5) e “sham” (294,5 + 79,5).

A figura 11 mostra uma representagdo esquematica do CCA e da SCPd, contendo as
microinjecdes dos grupos experimentais, descritos no ultimo paragrafo. A figura 12 mostra

uma fotomicrografia de uma microinje¢do localizada na SCPd de cobaia.
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Figura 1. Dura¢do média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirargico (controle),
apds o implante da canula-guia (sham) e ap6s a microinjecdo de solugdo salina (0,2 pl) no
CCA (n = 8). As barras verticais representam o EPM.
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Figura 2. Dura¢do média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirargico (controle),
apods o implante da canula-guia (sham) e apds a microinjecdo do DLH (30 nmol / 0,2 pl) no
CCA (n=11). As barras verticais representam o EPM. * p < 0,05 quando comparado com o
controle e o “sham”, de acordo com a andlise de variancia de uma via, seguida pelo “post
hoc” de Duncan.
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Figura 3. Dura¢do média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirirgico (controle),
apods o implante da canula-guia (sham) e ap6s a microinjecdo do MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul)
previamente a microinje¢do de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no CCA (n = 10). As barras verticais
representam o EPM.
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Figura 4. Dura¢do média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirargico (controle),
apods o implante da canula-guia (sham) e ap6s microinjecdo do MK-801 (3,6 nmol / 0,2 pl) no
CCA (n = 8). As barras verticais representam o EPM.
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Figura 5. Representagdo esquematica de sec¢des frontais do CCA de cobaias. Os circulos

preenchidos (®) indicam os sitios das microinjecdes: I — DLH (30 nmol); 1T — MK-801 +
DLH; III — MK-801 (3,6 nmol); IV — Solugdo salina. AP = plano antero — posterior; CC =
corpo caloso; V = ventriculo lateral. Os esquemas foram modificados a partir do atlas de
Rossner (1965), para cobaias.
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Figura 6. Fotomicrografia de sec¢do coronal de cérebro de cobaia de um animal do grupo
onde o sitio (seta) de uma microinje¢do estd localizado no cortex cingulado anterior (CCA).
ACB = nucleo acumbens; CC = corpo caloso; CP = complexo caudado-putamen; V =

ventriculo lateral.
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Figura 7. Dura¢do média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirargico (controle),
apods o implante da canula-guia (sham) e apos a microinjecdo de 0,2 ul de solucdo salina na
SCPd 1 minuto antes da administracao de solugdo salina (0,2 ul) no CCA (n = 8). As barras
verticais representam o EPM.
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Figura 8. Duracdo média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirirgico (controle),
ap6s o implante da canula-guia (sham) e apo6s a microinjecao do DLH (30 nmol / 0,2 pul) no
CCA 1 minuto apds a microinjecdo de 0,2 pl de solugdo salina na SCPd (n = 10). As barras
verticais representam o EPM. * p < 0,05 quando comparado com o controle € o “sham”, de
acordo com a analise de varidncia de uma via, seguida pelo “post hoc” de Duncan.
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Figura 9. Dura¢do média dos cinco episddios de IT nos periodos pré-cirirgico (controle),
apods o implante da canula-guia (sham) e ap6s a microinje¢do do MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul)
na SCPd 1 minuto antes da administracdo de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no CCA (n = 8). As
barras verticais representam o EPM.
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Figura 10. Duragdo média dos cinco episodios de IT nos periodos pré-cirurgico (controle),
apods o implante da canula-guia (sham) e ap6s a microinje¢do do MK-801 (3,6 nmol / 0,2 ul)
na SCPd 1 minuto antes da administragdo de 0,2 pl de solucdo salina no CCA (n = 8). As
barras verticais representam o EPM.
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Figura 11. Representacdo esquematica de secgdes frontais do CCA ¢ da SCPd de cobaias. Os

circulos preenchidos (®) indicam os sitios das microinje¢des: I — Solu¢do salina na SCPd +
DLH no CCA; II — MK-801 na SCPd + DLH no CCA; III — MK-801 na SCPd + solucao
salina no CCA; IV — Solugao salina na SCPd + solugdo salina no CCA. AP = plano antero —
posterior; CC = corpo caloso; V = ventriculo lateral. Os esquemas foram modificados a partir
do atlas de Rossner (1965), para cobaias.
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Figura 12. Fotomicrografia de secgdo coronal de mesencéfalo de cobaia de um animal do
grupo onde o sitio (seta) de uma microinjecdo estd localizado na substdncia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd). SCPl = substancia cinzenta periaquedutal lateral; SCPvl =
substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral; SCPdm = substancia cinzenta periaquedutal
dorsomedial; Aq = aqueduto cerebral.
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4.2 - EXPERIMENTO I

- Avaliacao do efeito do agonista de AAE, o acido D,L-homacisteico (DLH), sobre
a nocicepcao mensurada pelos testes de retirada da pata (TRP) e vocalizacdo. Avaliacéo
do efeito do antagonista ndo competitivo dos receptores glutamatérgico do tipo NM DA,
o MK-801, microinjetado no CCA, sobre a nocicepcdo mensurada pelo teste de
vocalizacao.

Nessa etapa experimental, foi observado o decurso temporal do efeito do tratamento
de 15 nmol de DLH e de solugdo salina a 0,9% (0,2 ul), microinjetados no CCA, sobre as
respostas nociceptivas de retirada da pata e de vocalizagdo. As figuras 13 e 14 mostraram que
tanto no TRP, como no teste nociceptivo de vocalizacdo, respectivamente, a microinjecao de
15 nmol de DLH e de solugdo salina ndo provocaram alteragdo das respostas relacionadas as
estimulagdes nociceptivas nos periodos avaliados. Além disso, nos dois testes, também nao
foi observada diferenca estatistica (p > 0,05) entre o grupo que recebeu a microinjecdo de
DLH (15 nmol) e o grupo que recebeu a microinjecdo de solugdo salina no CCA. A
administracdo de uma concentragdo aumentada de DLH (30 nmol) no CCA de cobaias
também ndo provocou mudangas (p > 0,05) no indice de retirada da pata (IRP) durante os
intervalos de tempo avaliados (Figura 15). No teste nociceptivo de vocalizacdo, o tratamento
de 30 nmol de DLH foi capaz de influenciar a intensidade das respostas relacionadas a
estimulagdo nociceptiva periférica aguda. Inicialmente, mais precisamente aos 2 minutos apos
a microinjecdo de 30 nmol de DLH no CCA, verificou-se um aumento no indice de
vocalizagdo (p < 0,05). Esse efeito pro-nociceptivo deixou de existir nos 5 minutos seguintes
ao tratamento e assim se manteve por todo periodo de avaliagdo. O aumento do indice de
vocalizagdo aos 2 minutos apds a microinjecdo de DLH (30 nmol) ndo foi observado no grupo
que foi tratado previamente com a microinjecao de MK-801 (3,6 nmol) no mesmo sitio. Nesse

mesmo grupo (MK-801 + DLH), também ndo se constataram alteragdes no indice de
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vocalizacdo nos periodos restantes avaliados (p > 0,05). Além disso, a microinjecdo do MK-
801 per se, assim como de 0,2 ul de solugdo salina na mesma regido, também ndo provocou
mudangas (p > 0,05) na resposta nociceptiva de vocalizagdo, mensurada durante os 30
minutos apos os tratamentos (Figura 17). A aplica¢dao do “two-way ANOVA” para medidas
repetidas entre os grupos demonstrou haver diferenca estatistica para o tempo (Fs, 130) =
2,530; p = 0,032). A aplicagdo do pods-teste de Duncan mostrou que aos 2 minutos o
tratamento com o DLH (30 nmol) foi estatisticamente distinto (p < 0,05) dos demais
tratamentos (MK-801 + DLH; MK-801; Salina) que ndo diferiram entre si (p > 0,05). Na
figura 18 observa-se um exemplo de registros poligraficos da vocalizagdo de animais
representativos dos grupos experimentais acima mencionados nos intervalos de tempo onde
houve a aplicagdo do estimulo nocivo periférico.

As figuras 16 e 19 mostram as representacdes esquematicas do CCA, contendo as
microinjecdes dos grupos experimentais relacionados, respectivamente, com o TRP e o teste

de vocalizagao.

- Avaliacdo dos aspectos funcionais da conexao neuronal entre o CCA e a SCPd
na modulacdo da nocicepcao medida pelo teste de vocalizacao.

Nesse protocolo experimental foi observado o decurso temporal do efeito do
tratamento de 30 nmol de DLH no CCA, 10 minutos ap6s a microinje¢do de solugdo salina na
SCPd, sobre a resposta nociceptiva de vocalizagdo. Inicialmente, nos 2 minutos apos a
microinjecdo do DLH (30 nmol) no CCA, verificou-se um aumento no indice de vocalizagao
(p <0,05), que deixou de existir ja nos 5 minutos seguintes apds o tratamento. O aumento do
indice de vocalizagdo nos 2 minutos nao foi observado nos animais que receberam
microinjecdo de lidocaina (0,2 pwl) na SCPd, 10 minutos antes do DLH (30 nmol)

administrado no CCA. Nesse mesmo grupo, também ndo foram constatadas alteragdes no
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indice de vocalizagdo nos periodos seguintes avaliados (p > 0,05). Além disso, a microinje¢cao
de lidocaina (0,2 pl) na SCPd, 10 minutos antes do tratamento com solugdo salina (0,2 pl) no
CCA, também nao provocou mudancas na respostas nociceptivas de vocalizacdo (p > 0,05).
Da mesma forma, a microinje¢do de solu¢do salina na SCPd, 10 minutos antes da
administracdo de solu¢do salina no CCA, ndo influenciou significativamente (p > 0,05) as
respostas de vocalizacdo induzidas pela estimulagcdo nociva periférica aguda (Figura 20). A
aplicagdo do “two-way ANOVA” para medidas repetidas entre os grupos demonstrou haver
diferenga significativa para o tempo (Fs, 95y = 3,150; p = 0,011). A aplicacdo do pds-teste de
Duncan mostrou que aos 2 minutos, o tratamento com o DLH (30 nmol) no CCA, 10 minutos
apods o tratamento com solucdo salina na SCPd, foi estatisticamente diferente (p < 0,05) dos
demais tratamentos, que ndo diferiram entre si (p > 0,05). Na figura 21, observa-se um
exemplo de registros poligraficos da vocalizagdo de animais representativos dos grupos
experimentais acima mencionados nos intervalos de tempo onde houve a aplicagdo do
estimulo nocivo periférico.

A figura 22 mostra uma representacdo esquematica do CCA e da SCPd, contendo as

microinjecdes dos grupos experimentais, descritos no ultimo paragrafo.
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Figura 13. Decurso temporal da média do indice do teste algesimétrico de retirada da pata
(IRP) no periodo controle e apods os tratamentos com 15 nmol de DLH (n = 5) ou com solucao
salina a 0,9 % (n = 7) no CCA. As barras verticais representam o erro padrdo da média
(EPM). LB (linha de base) representa o indice de vocalizagido no periodo controle.
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Figura 14. Decurso temporal da média do indice algesimétrico de vocalizagdo no periodo
controle e apds os tratamentos com 15 nmol de DLH (n = 8) ou com soluc¢do salina a 0,9 % (n
= 7) no CCA. As barras verticais representam o erro padrdo da média (EPM). LB (linha de
base) representa o indice de vocalizagao no periodo controle.
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Figura 15. Decurso temporal da média do indice algesimétrico do teste de retirada da pata
(IRP) no periodo controle e apds os tratamentos com 30 nmol de DLH (n = 7) ou com solugao
salina a 0,9 % (n = 7) no CCA. As barras verticais representam o erro padrdo da média
(EPM). LB (linha de base) representa o indice de vocaliza¢dao no periodo controle.
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Figura 16. Representacdo esquematica de sec¢des frontais do CCA de cobaias. Os circulos

preenchidos (®) indicam os sitios das microinjegoes efetuadas durante o teste algesimétrico de
retirada da pata: I — Solugdo salina; I — 15 nmol de DLH; III — 30 nmol de DLH. AP = plano
antero — posterior; CC = corpo caloso; V = ventriculo lateral. Os esquemas foram modificados
a partir do atlas de Rossner (1965), para cobaias.
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Figura 17 — Decurso temporal da média do indice algesimétrico de vocalizagdo no periodo
controle e apods os tratamentos com 30 nmol de DLH (n = §); com 3,6 nmol de MK-801 + 30
nmol de DLH (n = 8); com 3,6 nmol de MK-801 (n = 6); ou com solugao salina a 0,9 % (n =
7) no CCA. As barras verticais representam o erro padrao da média (EPM). LB (linha de
base) representa o indice de vocalizacdo no periodo controle. O * foi considerado como p <
0,05 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 18 — Registro poligrafico da amplitude (mm) de vocalizagdo de um animal
representativo de cada grupo apos as microinje¢des no CCA de cobaias: (A) — Salina; (B) —
DLH (30 nmol); (C) — MK + DLH; (D) — MK-801 (3,6 nmol). As barras horizontais indicam
o periodo de aplicagdo do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes intervalos de tempo (min). O
controle (Cont) representa o registro de vocalizagdo antes da microinje¢do das drogas. O #
indica a pos-descarga.
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Figura 19. Representacdo esquematica de secgdes frontais do CCA de cobaias. Os circulos

preenchidos (®) indicam os sitios das microinjecdes efetuadas durante o teste algesimétrico de
vocalizacdo: I — Solugao salina; II — 15 nmol de DLH; III — 30 nmol de DLH; IV — MK +
DLH (30 nmol); V — MK-801 (3,6 nmol). AP = plano antero — posterior; CC = corpo caloso;
V = ventriculo lateral. Os esquemas foram modificados a partir do atlas de Rdssner (1965),
para cobaias.
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Figura 20 — Decurso temporal da média do indice algesimétrico de vocalizagdo no periodo
controle e apos os tratamentos com 30 nmol de DLH microinjetado no CCA 10 minutos apds
a microinje¢do de solucdo salina na SCPd (n = 7); com 30 nmol de DLH microinjetado no
CCA 10 minutos ap6s a microinje¢do de lidocaina a 2% na SCPd (n = 6); com solu¢do salina
no CCA 10 minutos ap6s a microinjecao de lidocaina a 2% na SCPd (n = 6); solugdo salina no
CCA 10 minutos ap6s microinje¢do de solugdo salina a 0,9 % (n = 4) na SCPd. As barras
verticais representam o erro padrdo da média (EPM). LB (linha de base) representa o indice
de vocalizag¢do no periodo controle. O * foi considerado como p < 0,05 quando comparado
com os demais grupos.
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Figura 21 - Registro poligrafico da amplitude (mm) de vocalizagio de um animal
representativo de cada grupo apos as microinjegdes no CCA, 10 minutos apds as
microinjecdes na SCPd de cobaias: A — Salina (SCPd) + DLH (CCA); B — Lidocaina (SCPd)
+ DLH (CCA); C — Lidocaina (SCPd) + Salina (CCA); D — Salina (SCPd) + Salina (CCA).
As barras horizontais indicam o periodo de aplicacdo do estimulo nocivo (3 s) nos diferentes
intervalos de tempo (min). O controle (Cont) representa o registro de vocalizacao antes da
microinjecao das drogas. O # indica a pos-descarga.
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Figura 22. Representacao esquematica de secgdes frontais do CCA e da SCPd de cobaias. Os

circulos preenchidos (®) indicam os sitios das microinje¢oes efetuadas durante o teste
algesimétrico de vocalizag¢do: I — Solugao salina na SCPd + DLH no CCA; II — Lidocaina a 2
% na SCPd + DLH no CCA; III — Lidocaina a 2 % na SCPd + solucgao salina no CCA; IV —
Solugao salina na SCPd + solugdo salina no CCA. AP = plano antero — posterior; CC = corpo
caloso; V = ventriculo lateral. Os esquemas foram modificados a partir do atlas de Rdssner
(1965), para cobaias.
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4.3- EXPERIMENTO NEUROANATOMICO

- Avaliacao da existéncia de proj ecoes neur oanatdmicas do CCA para a SCPd.

Nesse estudo foi utilizado o neurotracador BDA, conjugado a Texas red, com o
objetivo de identificar, em cobaias, a presenca de proje¢des neurais que saem do CCA e se
dirigem para a SCPd. A administragdo, no CCA (n = 4), de 0,2 pul de BDA conjugado ao
Texas red (figura 23A e B) foi capaz de produzir marcagdes de axdnios, dendritos e corpos
neuronais na SCPd (figura 24). Foi observada, também nessa regido, a marcagdo de botdes
terminais que sugerem a ocorréncia de sinapses locais (figura 24). Vale salientar que foram
encontradas marcagdes tanto no lado ipsilateral como no lado contralateral a microinje¢do do
neurotragador no CCA. Além disso, as proje¢des foram muito mais discerniveis na por¢ao
dorsolateral do que na por¢ao dorsomedial da estrutura avaliada.

As microinje¢des do BDA no CCA permitiram também a identificagdo de neurdnios e
fibras positivas em outros substratos neurais ndo abordados no presente estudo. Assim, foram
observados, bilateralmente, botdes terminais, soma e axonios positivos para BDA, presentes,
por exemplo, no coliculo superior. A distribuicdo de fibras eferentes ao coliculo superior foi
identificada nas camadas intermediarias, principalmente estendendo-se em dire¢do as

camadas profundas dessa estrutura e para as colunas dorsolateral e lateral da SCP (figura 25).
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Figura 23: A - Representacdo esquematica de sec¢do frontal do CCA de cobaias, contendo a

ilustragdo dos sitios (®) das microinje¢des de BDA conjugado ao Texas red. B —
Fotomicrografia de seccdo coronal de cérebro de cobaia, representativa do sitio de uma
microinjecdo (seta branca) de BDA conjugado ao Texas red, localizada no CCA. CC = corpo
caloso.
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Figura 24: Fotomicrografias de secg¢des coronais do mesencéfalo de cobaias apds a
microinjecao do neurotragador BDA conjugado ao Texas red no CCA, mostrando a presenga
de fibras neuroniais (pontas das setas brancas) e botdes terminais (setas branca) na SCPd.



Resultados | 64

Figura 25: Fotomicrografia de seccdo coronal do mesencéfalo de cobaias apos a microinjecao
do neurotragador BDA conjugado ao Texas red no CCA mostrando a presenca de fibras
neuronais (pontas das setas brancas) e varicosidades sugerindo botdes terminais (setas
branca), localizados nas camadas intermediarias (A) e profundas (B) do coliculo superior.
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5- DISCUSSAO

Os resultados do experimento I do presente trabalho demonstraram que a microinjecao
de 30 nmol de DLH no CCA de cobaias foi capaz de reduzir a duragdo dos episodios de IT.
Esse efeito foi bloqueado pelo antagonista de receptores NMDA, o MK-801 (3,6 nmol),
administrado previamente no CCA ou na SCPd. Assim, os resultados apontaram para a
possibilidade da existéncia de uma atividade glutamatérgica no CCA, capaz de modular a
resposta de IT por meio dos receptores NMDA, presentes no CCA e na SCPd.

Considerando que a resposta de IT ¢ uma reacao defensiva eliciada em situagdes cujo
medo ¢ bastante evidente (Gallup, 1977), os resultados do presente trabalho reforgam a idéia
de que o CCA se constitui em uma importante estrutura do sistema nervoso central, envolvida
com a mediacdo de comportamentos relacionados ao contexto emocional aversivo (Devinsky
et al., 1995; Johansen e Fields, 2004; Lei et al., 2004; Tang et al., 2005; Pietersen et al.,
2006). Além disso, os presentes resultados também sugerem que os AAE e os seus receptores
NMDA localizados no CCA s3o bastante relevantes para a mediacdo de repostas dessa
natureza. De acordo com Bozkurt et al. (2005), a densidade dos receptores glutamatérgicos
em todo o cortex cingulado, incluindo a por¢do anterior (CCA), ¢ muito mais expressiva do
que a grande maioria dos receptores avaliados na referida estrutura. Isso ¢ um indicativo da
provavel importancia dos receptores glutamatérgicos para a modulacdo de atividades
processadas pelo cortex cingulado. Nesse sentido, os trabalhos de Tang et al. (2005)
mostraram, em ratos, que a estimulacao glutamatérgica do CCA provoca o aumento do estado
de alerta associado ao medo contextual. Estudos conduzidos por Pietersen et al. (20006)
mostraram que respostas de congelamento atribuidas ao medo condicionado em ratos
produzem aumento da expressdo da proteina c-fos no CCA. A administracdo sistémica de

antagonista dos receptores NMDA ¢ capaz de bloquear tanto a expressao da proteina c-fos no
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CCA, como a expressao comportamental da resposta de congelamento. A aplicagdo de
antagonista de receptores NMDA diretamente no CCA também impede a expressiao
comportamental e da proteina c-fos no CCA, ocasionada pelo processamento do componente
afetivo da dor em ratos (Lei et al., 2004). De acordo com Johansen e Fields (2004), a
estimula¢dao do CCA de ratos, utilizando o acido homocisteico, ¢ suficiente para gerar reagdes
de esquiva associadas com contexto aversivo.

Além de demonstrar o envolvimento do CCA na mediacdo da resposta defensiva de
IT, o presente estudo mostrou também que a atuacdo do CCA nessa resposta € no sentido de
diminuir a duragdo da mesma. Tem sido descrito que o CCA se constitui em um substrato
neural envolvido com a modulagdo de reagdes defensivas antecipatdrias, que visam a esquiva
do perigo em potencial (Johansen et al., 2001) ou a preparacao do individuo para o encontro
danoso quando a ameaca ¢ inevitavel (Nitschke et al., 2006; Ploghaus et al., 1999). Assim,
diferentes estudos tém relacionado o CCA com a mediacdo de respostas dentro desses
contextos, nos quais evidenciam a ansiedade (Shah e Treit, 2003; Hasler et al., 2007) ¢ o
medo condicionado, em humanos e em ratos, como os estados emocionais prevalentes (Tang
et al., 2005; Johansen e Fields, 2004; Lei et al., 2004; Pietersen et al., 2006; Hasler et al.,
2007). Ha evidéncias que levam a crer que a contribuicdo do CCA na modulagdo dessas
respostas ocorre por meio da regulagdo da expressio dos componentes autondomicos,
endocrinos e comportamentais (Devisnky et al., 1995; Nitschke et al., 2006), que atuam para
aumentar o estado de alerta, a reatividade e o foco de atencdo do individuo para o estimulo
aversivo (Graeff, 1994). Diferentemente, a resposta de IT ¢ evocada em um contexto distinto,
no qual o perigo deixa de ser ameaca em potencial para se tornar ameaga concreta. Mais
especificamente, quando a presa se encontra em contato prolongado com o predador, em uma
situacdo cujas possibilidades de fuga sdo muito pouco provaveis (Ratner, 1967; Klemm

1971). Assim, baseado nas evidencias descritas acima e nos nossos resultados mostrando que
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a estimulagdao do CCA diminui a resposta de IT, ¢ possivel sugerir que o aumento da atividade
do CCA compromete a duragdo dos episodios de IT, provavelmente, porque contribui com a
inducdo de respostas distintas, relacionadas com o afastamento do animal em relagcdo ao
estimulo aversivo.

Essa hipotese estd de acordo com os trabalhos de Prestrude (1977), que avaliou
minuciosamente as respostas de IT em filhotes de animais de diferentes espécies, e concluiu
que o aumento do nivel de complexidade do neocértex produz efeitos inibitorios sobre as
respostas de IT. Contrariamente, o bloqueio funcional do cértex cerebral de ratos, incluindo o
CCA, produz facilitagdo da duragdo dos episoddios de IT em cerca de 5 a 10 vezes (Tescheke
et al., 1975). Em pacientes com estresse pds-traumatico, as respostas emocionais exageradas
parecem estar relacionadas com disfuncdo ou atividade reduzida do CCA (Hamner et al.,
1999; Shin et al., 2001; Kitayama et al., 2006). Curiosamente, nesse tipo de paciente, reagoes
emocionais atribuidas ao comportamento de IT s3o evocadas de maneira relativamente
comum durante alguns tipos de violéncia (Heidt et al., 2005; Fiszman et al., 2008; Rocha-
Rego et al., 2009).

Segundo Klemm (1971 e 1990), estruturas neocorticais atuam inibindo continuamente
a resposta de IT, por meio da supressdo das atividades de areas do tronco encefalico,
envolvidas com a elaboracdo e manutengdo dessa resposta. Em situagdes de medo extremo,
associado com contato fisico prolongado da presa com o predador, esse sistema inibitorio
neocortical, se torna inibido pelo aumento da atividade de sitios limbicos e talamicos, o que
contribui para a indu¢do e expressdo da IT. Sendo o CCA uma estrutura neocortical, ¢
possivel pensar que provavelmente, durante a vigéncia da IT, o mesmo se encontra com suas
atividades suprimidas, sem agdo inibitdria sobre as areas localizadas no troco encefilico,

envolvidas diretamente com a manutengao da resposta de IT. Os resultados do nosso trabalho
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dao suporte a essa proposi¢ao, ja que a estimulagdo do CCA com a microinje¢ao de DLH (30
nmol) reduziu a duragdo dos episddios de IT.

Conforme ja comentado anteriormente, a diminui¢do da resposta de IT, apds a
microinjecdo de DLH no CCA, pode ter ocorrido também devido a ativagdo de circuitos
relacionados com a modulacdo de respostas defensivas ativas. Os trabalhos conduzidos por
Shipley et al. (1991), An et al. (1998) e Floyd et al. (2000) indicaram a existéncia de robustas
eferéncias que partem do CCA em dire¢do a por¢ao dorsal da SCP do rato. Essa regido tem
sido considerada como uma via final comum das rea¢des defensivas ativas, ja que a sua
estimulagdo elétrica e quimica provoca respostas de luta e fuga observadas em gatos e ratos
(Carrive, 1993; Bandler e Shipley, 1994; Fanselow, 1991; Vianna et al., 2003). Além disso,
tem sido descrito que estimulagdo da SCPd produz ativagdo de vias descendente que se
dirigem para importantes areas da formacgdo reticular bulbar, que sdo consideradas como
essenciais para a mediacdo das respostas autondmicas e somaticas presentes nos
comportamentos defensivos ativos (Keay e Bandler, 2001). Assim, & plausivel aventar a
possibilidade de que algumas agdes do CCA, na modulagdo de varias respostas defensivas,
possam ser efetuadas pelo recrutamento de neurdonios da SCPd. De acordo com Keay e
Bandler em 2001, o CCA ¢ a SCP dorsolateral fazem parte de um mesmo circuito que ¢
ativado em determinadas situagdes aversivas.

Com relagdo a resposta comportamental de IT, essa premissa parece ser verdadeira. Os
estudos neuroanatomicos do presente trabalho demonstraram conexdes neuroniais entre o
CCA e a SCPd de cobaias, apds as marcagdes neurdnicas na SCPd, provenientes da
microinjecdo do rastreador neuronal, BDA conjugado ao Texas red, no CCA. Tais dados
neuroanatdmicos corroboram os nossos resultados funcionais ja descritos, nos quais a
estimulagao com DLH (30 nmol), tanto no CCA como na SCPd, produziu efeitos similares de

reducdo dos episodios de IT (resultados do presente trabalho e de Ramos Coutinho et al.,
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2008). A microinjecao prévia do antagonista de receptores NMDA na SCPd bloqueou esses
efeitos. Estudos imuno-histoquimicos em ratos, realizados por Beitz e Williams (1991),
mostraram que o cortex cingulado anterior se constitui em uma das principais fontes
glutamatérgicas para a SCP, sendo capaz, portanto, de influenciar as varias respostas
comportamentais mediadas por essa estrutura. Respostas de vocaliza¢do, por exemplo,
eliciadas pela estimulagcdo elétrica do CCA de cobaias, sdo também bloqueadas pela
administracdo de antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA na SCP (Kyuhou e
Gemba, 1999).

Embora as evidéncias apresentadas até o momento levem-nos a crer que a ativagao da
SCPd, ocasionada pela estimulagdo do CCA, ocorra mediante conexdes diretas entre os dois
substratos, ndo podemos descartar a possibilidade dessa acdo também se fazer por vias
indiretas. No presente trabalho, foi observada de forma bastante evidente a existéncia de
projegoes entre o CCA e o coliculo superior. Existem descrigdes de que o coliculo superior
juntamente com a SCPd formam o teto mesencefalico, que compde o sistema encefalico
relacionado com a organizagdo de respostas associadas a contextos aversivos (Brandao et al.,
2003). Assim, de forma semelhante com o que ocorre com a SCPd, a estimulacdo elétrica e
quimica das camadas profundas e intermediarias do coliculo superior também evoca respostas
defensivas, relacionadas com o aumento do estado de alerta ¢ atencdo (Bittencourt et al.,
2005). Além disso, sabe-se que as projecdes neurais entre o coliculo superior ¢ a SCPd de
ratos sdo essenciais para a elaboracdo de varias respostas inseridas no contexto emocional-
aversivo (Redgrave e Dean, 1991). Vale lembrar que o CCA também estd intimamente
envolvido na modulagdo de reagdes dessa natureza (Chua et al., 1999; Johansen et al., 2001;
Nitshke et al., 2006; Pietersen et al., 2006; Mobbs et al., 2007). Dessa forma, pode-se pensar

que o efeito produzido pela estimulacio do CCA sobre a resposta de IT depende da
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integridade dos neurdnios da SCPd, que podem ser acionados diretamente e/ou indiretamente
por meio de outros substratos neurais, incluindo os coliculos superiores.

Quando ativada, a SCPd provavelmente contribui para a diminuicao da resposta de IT
por meio do recrutamento de estruturas mais caudais, localizadas em regides bulbares, como o
nicleo magno da rafe, por exemplo. Sabe-se que a estimulagdo glutamatérgica da SCP de
ratos € capaz de produzir liberacdo de AAE no nucleo magno da rafe (Beitz, 1990). Além
disso, sabe-se da existéncia de robustas projegdes, entre as duas estruturas, essenciais para os
ajustes das respostas somaticas e autondmicas, presentes nos comportamentos defensivos
(Keay e Bandler, 2001). Da Silva e Menescal-de-Oliveira (2006), utilizando um agonista
colinérgico, mostraram que, da mesma forma que ocorre na SCPd (Monassi et al., 1997), a
ativacao do nucleo magno da rafe também ¢ capaz de diminuir os episddios de IT.

Com relagdo as respostas nociceptivas, avaliadas no experimento II do presente
trabalho, foi demonstrado que a microinje¢cdo de DLH (30 nmol) no CCA de cobaias foi capaz
de aumentar as respostas de vocalizagdo evidente aos 2 minutos apos o tratamento. Esse efeito
foi bloqueado pela administragdo prévia do antagonista de receptores NMDA, o MK-801, nos
mesmos sitios, ou pela prévia microinjecdo de lidocaina a 2 % (0,2 ul) na SCPd. A
administracdo de DLH (15 e 30 nmol) no CCA de cobaias ndo foi efetiva em produzir efeitos
sobre as respostas nociceptivas avaliadas pelo teste de retirada da pata. Dessa forma, os
presentes resultados arguem a favor da fun¢do do CCA em facilitar as respostas nociceptivas,
por meio do aumento da expressdo do componente afetivo-motivacional da dor. Dentro desse
contexto, a integridade funcional dos receptores NMDA do CCA e das atividades dos
neuronios da SCPd parecem ser essenciais.

O CCA tem sido considerado como um substrato neural essencial na modulagdo do
componente afetivo-motivacional da dor. As evidéncias vém de relatos de pacientes

portadores de dores persistentes que, apds a ablacdo cirargica do CCA, descreveram o alivio
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da sensacdo desagraddvel sem influenciar a percepcdo dos componentes sensoriais-
discriminativos (Foltz ¢ White, 1962; Hurt e Ballantine, 1974). Segundo Rainville et al.
(1997), o aumento induzido, pela sugestdo hipnética, da percepcdo do componente
desagradavel da dor produz elevacao significativa da ativagdo do CCA. Curiosamente, esse
efeito ndo é observado em outras estruturas limbicas ¢ corticais, envolvidas com a modulagao
da nocicepcao. Registros de atividades neuroniais no CCA de ratos, durante estimulagdes
nociceptivas térmicas, apresentaram como caracteristicas: o aumento duradouro da atividade
neural, campos receptivos bilaterais sem preferéncia contralateral, respostas antecipadas ao
estimulo nocivo e maior atividade durante a expressdo do medo condicionado a dor do que
durante a aplicagdo de um estimulo nocivo agudo. Esses achados constituem evidéncias
eletrofisiologicas da importante participagdo do CCA na mediagdo do componente afetivo-
motivacional da dor (Wang et al, 2003; Kuo et al, 2009). De fato, Johansen et al. (2001)
demonstraram, também em ratos, que a lesdo do CCA ¢ capaz de comprometer a expressao
das respostas de esquiva condicionadas a estimulagdo nociceptiva, sem interferir com a
expressdo das respostas relacionadas com o componente sensorio-discriminativo da dor.
Similarmente, como ja mencionado, foi demonstrado, no presente trabalho, que a estimulagao
do CCA de cobaias foi capaz de produzir aumento da resposta de vocalizagdo, sem modificar
a intensidade da resposta nociceptiva de retirada da pata.

A resposta nociceptiva de retirada da pata é vista como uma resposta reflexa, cuja
organizacdo depende essencialmente da medula espinhal e das informacdes sensoriais
oriundas do estimulo nocivo periférico. Conseqiientemente, tem sido considerada como uma
expressdo principalmente do componente sensorio-discriminativo da dor (Pearson e Gordon,
2003; Kuo et al., 2009). A reposta de vocalizacdo induzida pela aplicacdo de um estimulo
nociceptivo agudo, por outro lado, é organizada por complexos circuitos supra-espinais,

envolvidos também com a modulagdo da dor (Carrive, 1993; Bandler and Shipley, 1994;
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Borszcz, 1995b; Jiirgens, 2009) e com a expressdao de varios tipos de estados afetivos e
motivacionais do individuo (Jurgens, 1979; Dujardin e Jurgens, 2006). Dessa forma, varios
trabalhos tém mostrado evidéncias consistentes de que a resposta de vocalizagdo associada a
estimulacdo nociceptiva, constitui uma manifestagdo de dor relacionada principalmente com o
componente afetivo-motivacional (Borszcz, 1995a e b; Borszcz et al.,, 1996; Borszcz e
Leaton, 2003). A expressdao da dor desagradavel ¢ ainda mais discernivel na resposta de
vocalizagdo quando a mesma apresenta pos-descargas (Borszcz, 1995a), o que foi observado
no presente trabalho (figura 18B). Sendo assim, o fato da microinjecdo de DLH no CCA ter
modificado a resposta nociceptiva de vocalizagdo, mas ndo a de retirada da pata, permite-nos
ratificar a hipdtese, mencionada anteriormente, de que o CCA ¢ um substrato neural
envolvido com a modulagdo do componente afetivo-motivacional da dor.

E importante ressaltar, no entanto, que a maior participagio do CCA na modulagio da
dor emocional ndo possibilita a afirmar que o CCA nao apresenta alguma relagdo também
com o componente sensorial-discriminativo. Alguns trabalhos que mostraram a maior
contribuicdo do CCA na modulagdo da dimensdo afetiva da dor, mostraram também, em
humanos e ratos, que essa estrutura ¢ ativada com menos intensidade durante estimulacio
nociceptiva aguda (Rainville et al., 1997; Kuo et al., 2009). Além disso, ja foi demonstrado
que a abordagem por meio de estimulacdo elétrica e glutamatérgica de areas do CCA pode
influenciar algumas respostas nociceptivas reflexas (Calejesan et al., 2000). A existéncia de
algum envolvimento do CCA com o processamento das informagdes sensoriais, referentes a
estimulacdo nociva, faz sentido se pensarmos que esses elementos sdo essenciais para a
determina¢do da dimensdo afetiva da dor, que ¢ a contribui¢do principal do CCA na
nocicepcao (Price, 2000).

Ainda no que diz respeito a resposta nociceptiva de vocalizacdo observada nesse

trabalho, vale lembrar que a mesma foi induzida pela aplicagcdo de um estimulo nocivo agudo,
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sem treinamentos prévios, impossibilitando os animais de associarem estimulos
condicionados a estimulos ndo condicionados. Dessa forma, ao contrario da maioria dos
trabalhos que utilizaram o modelo de condicionamento Pavloviano para demonstrar a relagao
do CCA com a expressao do componente afetivo-motivacional da dor (Johansen et al., 2001;
Johansen and Fields, 2004; Lei et al., 2004; Kuo et al., 2009), o presente estudo demonstrou
essa relagdo por meio de uma resposta nociceptiva inata, que ndo necessitou de aprendizados
prévios.

No que concerne aos mecanismos envolvidos, observou-se que o aumento da resposta
nociceptiva de vocalizagdo, apo6s a estimulagdo glutamatérgica no CCA, foi bloqueada pelo
antagonista de receptores NMDA, o MK-801. Esse dado constitui um indicativo de que a
ativacao dos receptores NMDA presentes no CCA s3o importantes para a facilitacdo da
expressdo do componente desagradavel da dor. Como ja descrito anteriormente, a densidade
de receptores glutamatérgicos em todo o cortex cingulado ¢ bastante significativa, denotando,
assim, a provavel importancia desses receptores e dos aminoacidos excitatorios na modulagao
das diversas atividades processadas pelo cortex cingulado (Bozkurt et al., 2005). Registros
intracelulares de potenciais pos-sinapticos produzidos pela estimulagdo elétrica de neurdnios
das camadas V ¢ VI, do CCA de cobaias, mostraram potenciais excitatorios pos-sinapticos
com componentes tardios, que foram bloqueados com uso de antagonista de receptores
NMDA (Higashi et al., 1991). Estudos comportamentais, associados com técnicas de
imunomarcagdo e registros eletrofisiologicos, demonstraram que a exposi¢do de ratos a
experiéncias negativas aversivas, relacionadas com a dor, aumenta a expressao dos receptores
NMDA no CCA (Li et al., 2009). Por sua vez, o aumento da expressdo da atividade dos
receptores NMDA no CCA também eleva as respostas de dores persistentes, associadas aos
contextos emocionais negativos, sem afetar a intensidade responsiva da estimulagdo

nociceptiva aguda (Wei et al., 2001). Os receptores NMDA do CCA de ratos também
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parecem ser criticos na modulagdo de respostas de esquiva condicionadas a estimulacao
nociceptiva e de dor visceral em individuos previamente sensibilizados (Lei et al., 2004; Cao
et al., 2008).

A provavel funcdo da ativacao dos receptores glutamatérgicos do CCA, na facilitagdo
da expressdo das respostas nociceptivas, deve ser especificamente relacionada com o aumento
da percepgdo do componente desagradavel da dor em si. Esse aumento, por sua vez, deve ser
importante para acionar os mecanismos envolvidos diretamente com a elaboracdo das
respostas motoras e viscerais, condizentes com o estado aversivo do individuo, apds a
estimulacdo nociceptiva. Essa hipdtese, associada com a evidéncia de que o CCA esta
conectado com vdrias estruturas diretamente implicadas com a elaboracdo de respostas
afetivas-motivacionais (Floyd et al., 2000 e 2001), esta de acordo com a fun¢do do CCA em
contribuir para a facilitagdo de respostas que visam livrar o individuo das experiéncias
danosas (Rainville et al., 1997; Hasler et al., 2007; Mobss et al., 2007; Maren, 2007). O
aumento da percep¢do de uma estimulacdo nociva, a partir da ativagdo do CCA, pode ser
expresso pela intensificacdo dos componentes autondmicos, endocrinos € comportamentais
(Critchley et al., 2000; Devisnky et al., 1995; Nitschke et al., 2006), que contribuem para
melhorar o estado de alerta, a reatividade ¢ o foco de atenc¢do do individuo para o estimulo
danoso (Graeff, 1994; Han et al., 2003; Nitschke et al., 2006; McRae et al., 2008). Assim, ¢
provavel que a ativagdo do CCA seja capaz de produzir diretamente aumento da percepgao
aversiva da dor e, dessa forma, elevar a expressdo das respostas nociceptivas, por meio do
recrutamento de estruturas mais caudais, envolvidas diretamente com a elaboragdo de
respostas motoras e viscerais, relacionadas com contextos emocionais intensos (Rainville et
al., 1997; Mobss et al., 2007; Maren, 2007).

Os resultados do presente trabalho alicercaram essa hipdtese, ja que demonstraram que

a inativagdo funcional da SCPd, pela microinje¢do prévia de lidocaina a 2 %, foi capaz de
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bloquear o efeito do DLH (30 nmol) sobre a resposta nociceptiva de vocalizagdo. Assim
também, como ja descrito, os nossos estudos neuroanatomicos demonstraram a existéncia de
conexOes entre o0 CCA e a SCPd de cobaias. Além disso, a SCPd é uma estrutura
mesencefalica intimamente implicada com a iniciagdo de respostas relacionadas com
modula¢do da dor e em contextos aversivos. A sua estimulagdo elétrica ou quimica
normalmente elicia respostas motoras e viscerais, relacionadas as estratégias ativas do
comportamento defensivo, que visam livrar o animal de situagdes danosas (Carrive, 1993;
Bandler e Shipley, 1994, Brandao et al., 2003). Assim, os nossos resultados apdiam a idéia de
que o CCA provavelmente modula a expressao das respostas afetivas motivacionais de dor,
por meio do controle das atividades da SCPd. Os mecanismos envolvidos nessa modulacao,
entretanto, sao objetos de maiores discussdes. Sabe-se que as proje¢des descendentes
conspicuas, que partem da SCPd e se dirigem para nucleos bulbares, sdo parte essencial do
importante sistema de modulagdo enddgena da dor (Basbaum e Fields, 1984; Carrive, 1993;
Bandler e Shipley, 1994). Sabe-se também que a estimulagdo da SCPd ¢é capaz de ativar esse
sistema e produzir analgesia bastante evidente (Basbaum e Fields, 1984; Carrive, 1993;
Bandler e Shipley, 1994). Dessa forma, ¢ possivel que a estimulacdo do CCA provavelmente
produza facilitagdo da expressdo do componente desagradavel da dor, por meio da inibi¢ao da
SCPd e do sistema de modulagao endogena da dor que parte dessa estrutura.

Um outro mecanismo possivel de ser especulado diz respeito ao tipo de
neurotransmissor liberado pelo sistema de modulacdo enddgena da dor, apds a ativagdo do
CCA, ou, ainda, a populagdo de neurdnios bulbares atingida por esse sistema. Estudos
recentes do nosso laboratorio demonstraram que a microinjecao de agonista GABAérgico no
nucleo magno da rafe, uma estrutura alvo do sistema de modulagdo endogena da dor, também
¢ capaz de provocar aumento da resposta de vocaliza¢do induzida por estimulagdo nociceptiva

aguda em cobaias (Da Silva et al., 2010). Segundo Calejesan et al. (2000), existem sitios
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localizados em regides do bulbo rostroventral que sdo essenciais para a facilitagdo da
transmissdo nociceptiva espinhal, eliciada pela estimulagdo do CCA. De fato, Zang et al.
(2005) demonstraram que a lesdo do nucleo reticular dorsal do bulbo é capaz de bloquear o
aumento da resposta nociceptiva, induzida pela ativagao elétrica e glutamatérgica do CCA de
ratos.

Independentemente do mecanismo exato, ¢ provavel que o aumento da percep¢ao do
componente afetivo-motivacional da dor deva, em alguns momentos, apresentar um
importante valor adaptativo. Durante a vigéncia da resposta de IT, por exemplo, o aumento do
estado de percepgdo, em relagdo aos estimulos desagradaveis, poderia contribuir para a
interrup¢do da acinesia e, consequentemente, para a iniciacdo de respostas que visariam
afastar o animal da ameaga. Na hipdtese dessa proposicao ser verdadeira, o CCA poderia ser
bastante relevante no controle dessas atividades. A sua estimulagdo, durante a vigéncia da IT,
possivelmente geraria elevacdo do estado de aversdo e, dessa forma, o acionamento dos
mecanismos relacionados diretamente com respostas de escape. Os nossos resultados
fornecem respaldo a essa idéia, ja que mostraram que a ativacdo do CCA de cobaias ¢é capaz
de produzir diminui¢ao dos episddios de IT e aumento da expressdo do componente afetivo-
motivacional de dor.

Em resumo, os resultados do experimento I do presente trabalho mostraram que a
microinjecdo de DLH no CCA de cobaias foi capaz de diminuir a dura¢do dos episodios de
IT. O efeito foi bloqueado pelo antagonista de receptores NMDA, o MK-801 (3,6 nmol),
administrado previamente no CCA ou na SCPd. Os resultados do experimento II
demonstraram que a microinje¢do de DLH (30 nmol) no CCA de cobaias foi capaz de
aumentar a resposta de vocaliza¢do induzida pela estimulagao nociva periférica aguda nos 2
minutos apos o tratamento. Esse efeito foi bloqueado pela administragao prévia do antagonista

de receptores NMDA, o MK-801, nos mesmos sitios, ou pela prévia microinjecdo de
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lidocaina a 2 % (0,2 pl) na SCPd. A administracido de DLH (15 e 30 nmol) no CCA de
cobaias nao foi efetiva em produzir efeitos sobre as respostas nociceptivas avaliadas pelo teste
de retirada da pata. Por fim, os experimentos neuroanatdomicos demonstraram conexdes
neurais entre 0 CCA e¢ a SCPd de cobaias. Dessa forma, os resultados apontaram para a
possibilidade da existéncia de uma atividade glutamatérgica no CCA, capaz de modular a
resposta de IT e o componente afetivo-motivacional da dor, por meio dos receptores NMDA
existentes nessa estrutura. Essa atividade do CCA parece depender também da integridade
funcional da SCPd. Assim, os resultados do presente estudo reforgam a idéia de que o CCA ¢
a SCPd fazem parte de uma mesma rede neural, importante para a mediagdo de respostas
defensivas que visam o afastamento ou a esquiva do animal em relagdo aos estimulos

aversivos.
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6 - CONCLUSOES

A microinje¢do do acido DL-homocisteico (DLH) no cértex cingulado anterior
promoveu pro-nocicep¢ao e diminui¢ao da duragdo da imobilidade tonica. Esses efeitos foram
bloqueados pela aplicagdo prévia do antagonista de receptores NMDA, o MK-801, indicando
a participacdo dos receptores NMDA do cortex cingulado anterior na modulacdo da
nocicep¢ao e da imobilidade tonica em cobaias.

A microinje¢do de DLH no coértex cingulado anterior ndo produziu alteragdo da
resposta nociceptiva de retirada da pata, sugerindo a participacdo dessa estrutura
principalmente na modulagdo do componente afetivo-motivacional da dor em cobaias.

O efeito da microinjecdo glutamatérgica no CCA sobre a resposta de imobilidade
tonica também foi bloqueado pela administragdo prévia do antagonista de receptores NMDA,
o MK-801, na regido dorsal da substancia cinzenta periaquedutal. Isso mostra a dependéncia
funcional dos receptores NMDA da substancia cinzenta periaquedutal dorsal na modulagdo da
imobilidade tonica efetuada a partir da estimulagdo glutamatérgica do cortex cingulado
anterior de cobaias.

O aumento da resposta de vocalizagdo induzida pela aplicagdo de um estimulo nocivo
periférico ap6s a microinje¢do de DLH no coértex cingulado anterior foi bloqueado também
pela aplicagdo prévia de lidocaina na regido dorsal da substancia cinzenta periaquedutal.

A microinje¢do de um neurotragador no cortex cingulado anterior evidenciou
conexdes diretas dessa estrutura para a substancia cinzenta periaquedutal dorsal. Esse achado
neuroanatomico refor¢a as evidéncias funcionais do presente estudo onde a participagdo da
substancia cinzenta periaquedutal dorsal foi importante para a modulagdo das respostas de

nocicepcao e de imobilidade tonica pela ativagao do cortex cingulado anterior.
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8- APENDICE

8.1- Tabelas

Tabela |I. Resultados individuais da média de cinco episodios de IT (em segundos) em
animais na situacdo controle, apds o periodo cirdrgico (sham) e apds a microinje¢do de
solucao salina (0,2 pl) no CCA.

Imobilidade ténica (duragdo em segundos)

Animais Controle Sham Salina
1 249,4 52,8 52,8

2 128,1 66,2 83,6

3 47,6 96,2 153

4 79,8 96,6 236,6

5 175,2 107,2 40,4

6 134,6 30,2 32,2

7 194,9 269,1 146,3

8 52,4 142,2 116
MEDIA 132,8 107,6 107,6
DPM 71,5 73,9 69,7
EPM 25,3 26,1 24,7

Tabela I1. Resultados individuais da média de cinco episddios de IT (em segundos) em
animais na situacao controle, apds o periodo cirirgico (sham) e apds a microinje¢do de DLH

(30 nmol / 0,2 pl) no CCA.

Imobilidade ténica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham DLH (30 nmol)
1 2414 60,4 0,4
2 266 337,2 326,2
3 504,6 2414 39,4
4 260 143,4 217,4
5 492,2 261,6 16,6
6 267,2 122 52,6
7 59,2 74 54
8 148,8 64,4 58,6
9 141,6 669,6 13,6
10 184,2 227 123,2
11 113 421 15,3
MEDIA 2435 238,4 83,4
DPM 143,3 184,7 101,8
EPM 43,2 55,7 30,7
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Tabela I11. Resultados individuais da média de cinco episodios de IT (em segundos) em
animais na situacao controle, ap6s o periodo cirurgico (sham) e apds a microinjecdo de MK-
801 (3,6 nmol / 0,2 pul) previamente a microinje¢do de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no CCA.

Imobilidade tdnica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham DLH + MK-801
1 240,8 238,4 372,8
2 618 569,6 757,6
3 462,6 196,6 22,5
4 179,6 787,4 551,6
5 287,6 143,2 196,4
6 130,6 64,2 28,2
7 523,2 734,4 181
8 483,2 750,8 425,6
9 581,4 621,6 723,2
10 162,8 148,4 186
MEDIA 367,0 425,5 344,5
DPM 185,9 291,7 267,1
EPM 58,8 92,2 84,4

Tabela V. Resultados individuais da média de cinco episodios de IT (em segundos) em
animais na situagdo controle, apds o periodo cirurgico (sham) e ap6s a microinje¢ao de MK-
801 (3,6 nmol / 0,2 ul) no CCA.

Imobilidade ténica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham MK-801

1 138,6 130 22,4

2 79,2 38 63,4

3 56,6 361,8 380,6

4 134 52 30,8

5 86,6 367,4 369,4

6 112,4 143,4 206,8

7 120,4 77 67,2

8 372,6 56 86,6
MEDIA 137,6 153,2 153,4
DPM 99,1 135,6 148,0

EPM 35,0 48,0 52,3
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Tabela V. Resultados individuais da média de cinco episddios de IT (em segundos) em
animais na situacdo controle, apds o periodo cirirgico (sham) e apds a microinjecdo de
solugdo salina (0,2 pl) na SCPd previamente a administracdo de solucdo salina (0,2 pl) no
CCA.

Imobilidade ténica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham Salina (SCPd) + Salina (CCA)
1 246,2 440,4 94
2 344,4 147,4 148,8
3 368,6 191 264
4 149,8 38,6 201,8
5 162,2 327,8 77,2
6 313,8 570,8 392,2
7 298,8 599,4 718
8 157,2 40,2 172,4
MEDIA 255,1 294,5 258,6
DPM 89,1 2249 211,0
EPM 31,5 79,5 74,6

Tabela VI. Resultados individuais da média de cinco episoédios de IT (em segundos) em
animais na situacdo controle, apds o periodo cirirgico (sham) e apds a microinjecdo de
solugdo salina (0,2 pl) na SCPd previamente a administragdo de DLH (30 nmol /0,2 pl) no
CCA.

Imobilidade ténica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham Salina (SCPd) + DLH (CCA)
1 64,6 45,8 214
2 89,4 65 22,6
3 319,2 359,4 90,6
4 440,4 314 207,4
5 64,4 75,4 21,6
6 254,4 109,8 83,8
7 152,6 71 93
8 59,2 70,8 22,2
9 98,8 86,4 16,2
10 80,2 199,6 27,4
MEDIA 162,3 139,7 60,6
DPM 131,8 1125 60,6

EPM 41,7 35,6 19,2
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Tabela VII. Resultados individuais da média de cinco episddios de IT (em segundos) em
animais na situacao controle, ap6s o periodo cirurgico (sham) e apds a microinjecdo de MK-
801 (3,6 nmol / 0,2 pul) na SCPd previamente a administragdo de DLH (30 nmol /0,2 ul) no
CCA.

Imobilidade ténica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham MK-801 (SCPd) + DLH (ACCA)
1 152,6 71 305,6
2 50,6 49,2 38,2
3 186,6 75 81,6
4 198,8 57,8 77,6
5 141 175,4 49,4
6 87,7 27,6 15
7 80,6 109,8 114.8
8 193,4 116 25,6
MEDIA 136,4 85,2 88,5
DPM 57,1 46,8 93,7
EPM 20,2 16,6 33,1

Tabela VIII. Resultados individuais da média de cinco episddios de IT (em segundos) em
animais na situacao controle, ap6s o periodo cirurgico (sham) e apds a microinjecdo de MK-
801 (3,6 nmol / 0,2 ul) na SCPd previamente a administracao de solucao salina (0,2 ul) no
CCA.

Imobilidade ténica (duracdo em segundos)

Animais Controle Sham MK-801 (SCPd) + Salina (CCA)
1 182,6 449,6 171
2 344,4 147,4 286,6
3 368,6 191 264
4 162,2 327,8 173,8
5 149,8 38,6 201,8
6 313,8 570,8 392,2
7 149,2 41 28
8 221 105,8 13,4
MEDIA 236,5 234,0 191,4
DPM 91,7 196,4 1275

EPM 32,4 69,4 45,1
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Tabela I X. Valores individuais do indice de retirada da pata durante aplicagdo de estimulo
nocivo térmico nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinjecao de salina (0,2 pl) no
CCA.

indice de retirada da pata (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 -0,2 -0,1 0,0 0,0 0,0

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

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

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

5 0,0 -0,3 -0,1 -0,3 -0,4 0,0

6 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0

7 0,0 0,1 -0,2 -0,1 -0,2 -0,2
MEDIA 0,0 0,0 -0,1 0,0 -0,1 -0,1
DPM 0,0 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
EPM 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabela X. Valores individuais do indice de retirada da pata durante aplica¢do de estimulo
nocivo térmico nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinjecdo de DLH (15 nmol /
0,2 ul) no CCA.

indice de retirada da pata (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 0,1 -0,6 0,1 -0,1 -0,3

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

3 0,0 -0,2 -1,1 0,3 -0,6 -0,7

4 0,0 -0,3 -0,2 -0,5 -0,1 -0,3

5 0,0 -0,2 0,1 -0,1 0,1 -0,2
MEDIA 0,0 -0,1 -0,4 0,0 -0,1 -0,3
DPM 0,0 0,2 0,5 0,3 0,3 0,3

EPM 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
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Tabela XI. Valores individuais do indice de retirada da pata durante aplicagdo de estimulo
nocivo térmico nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinje¢cdo de DLH (30 nmol /
0,2 ul) no CCA.

indice de vocalizagcdo (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0 -0,3 -0,5 -0,2 -0,2 0,1
2 0 -0,3 -0,2 0 -0,3 -0,1
3 0 0,5 -0,2 0,3 -0,8 -0,4
4 0 -0,2 -0,2 -0,4 -0,4 -0,3
5 0 0,1 0,2 0,1 -0,2 -0,2

6 0 0,4 0,3 -0,1 0,1 0
7 0 -0,3 -0,1 -0,2 -0,4 -0,2
MEDIA 0 0 -0,1 -0,1 -0,3 -0,2
DPM 0 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2
EPM 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabela XII. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicacdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) ap6s a microinjecao de solucdo salina (0,2 pl) no
CCA.

indice de vocalizag&do (tempos em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 0,0 0,5 0,6 0,6 -0,3

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

3 0,0 -0,3 -0,4 -0,3 -0,7 -0,4

4 0,0 0,0 0,6 0,5 -0,5 0,1

5 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4

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

7 0,0 -0,1 0,0 0,0 0,0 -0,3
MEDIA 0,0 0,0 0,1 0,1 -0,1 -0,1
DPM 0,0 0,1 0,3 0,3 0,4 0,3

EPM 0,0 0,0 0,1 0,1 0,2 0,1
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Tabela XlIlI. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicagdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢do de DLH (15 nmol / 0,2 pl) no
CCA.

indice de vocalizag&o (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 -1,0 -1,0 0,1 -0,3 -0,3

2 0,0 -0,1 -0,3 -0,6 -0,7 -0,9

3 0,0 1,0 1,0 0,7 -1,0 -0,3

4 0,0 15 -0,7 1,2 0,8 -0,1

5 0,0 0,4 -0,7 -0,6 -0,3 -0,2

6 0,0 -0,5 1,0 0,4 0,3 0,7

7 0,0 0,8 0,2 0,8 0,8 0,8

8 0,0 0,4 0,2 -0,3 -0,9 -1,0
MEDIA 0,0 0,3 0,0 0,2 -0,2 -0,2
DPM 0,0 0,8 0,8 0,6 0,7 0,7
EPM 0,0 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2

Tabela X1V. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicagdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢do de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no
CCA.

indice de vocalizag&o (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 0,5 -0,6 -0,3 -0,3 -1,0
2 0,0 0,4 0,9 0 0,1 0,1

3 0,0 1,0 0,7 0,7 0,3 0,3
4 0,0 0,3 0,0 0,0 0,3 -0,3

5 0,0 -0,2 -0,2 -0,3 -0,8 -1
6 0,0 1,0 0,8 -0,9 -1,0 -1,0

7 0,0 0,9 0,7 0,7 0,4 0,8

8 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,4
MEDIA 0,0 0,5 0,3 0 -0,1 -0,2
DPM 0,0 0,4 0,6 0,5 0,5 0,7

EPM 0,0 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2




Apéndice | 97

Tabela XV. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicacdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢do de MK-801 (3,6 nmol / 0,2
ul) previamente a administracdo de DLH (30 nmol / 0,2 ul) no CCA.

indice de vocalizagdo (tempos em minuto)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 -0,6 -0,5 -1,0 -0,4 -0,6

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

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

4 0,0 -0,2 0,5 0,1 0,1 0,0

5 0,0 -1,0 -0,9 -0,9 -1,0 -1,0

6 0,0 0,9 0,9 0,5 0,2 -0,7

7 0,0 -0,9 -0,9 -1,0 0,7 0,7

8 0,0 0,3 0,8 0,9 0,9 0,9
MEDIA 0,0 -0,1 0,0 -0,3 -0,1 -0,2
DPM 0,0 0,7 0,7 0,8 0,7 0,7
EPM 0,0 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2

Tabela XVI. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicagdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apds a microinje¢do de MK-801 (3,6 nmol / 0,2
ul) no CCA.

indice de vocalizac&o (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
0,0 0,0 -0,1 0,4 0,8 0,8

2 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1

3 0,0 -0,5 -0,6 -0,6 -0,8 -1,0

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

5 0,0 -0,3 -0,4 0,1 0,2 -0,2

6 0,0 0,3 0,3 -0,2 0,3 -0,4
MEDIA 0,0 -0,1 -0,1 0,0 -0,1 -0,1
DPM 0,0 0,3 0,3 0,3 0,7 0,6

EPM 0,0 0,1 0,1 0,1 0,3 0,2
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Tabela XVII. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicagdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinjecdo de solugdo salina na SCPd
(0,2 pl) seguida da microinje¢@o de solugdo salina (0,2 ul) no CCA.

indice de Vocalizagdo (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 -0,1 -0,5 0,1 -0,3 -0,1

2 0,0 0,1 0,2 -0,6 -0,9 -0,2

3 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

4 0,0 0,0 -0,4 0,1 -1,0 -0,6
MEDIA 0,0 0,0 -0,2 -0,1 -0,5 -0,2
DPM 0,0 0,1 0,3 0,3 0,5 0,3
EPM 0,0 0,0 0,2 0,2 0,3 0,2

Tabela XVIII. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicagdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinjecdo de solugdo salina na SCPd
(0,2 ul) seguida da microinjecao de DLH (30 nmol / 0,2 pl) no CCA.

indice de vocalizac&o (tempo em minuto)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 0,3 -0,2 0,0 -0,1 -0,4

2 0,0 0,3 0,3 1,7 0,9 0,2

3 0,0 0,3 -1,0 -0,1 -0,2 -0,5

4 0,0 1,0 -0,5 -1,0 -1,0 -0,9

5 0,0 1,2 0,0 -0,3 -0,3 -0,7

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

7 0,0 0,6 -0,2 -0,2 0,0 -0,1
MEDIA 0,0 0,6 -0,2 0,0 -0,1 -0,3
DPM 0,0 0,4 0,4 0,8 0,6 0,4

EPM 0,0 0,1 0,2 0,3 0,2 0,1
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Tabela X1X. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicagdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinjecao de lidocaina a 2 % na SCPd
(0,2 ul) seguida da microinjecdo de DLH (30 nmol / 0,2 ul) no CCA.

indice de vocalizag&do (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0 -0,1 0,2 -1 -0,9 -1
2 0 -0,3 -0,6 -0,6 -1 -0,4
3 0 0,1 0,3 0,1 0,9 0,4
4 0 0,1 0 0 0 0
5 0 -0,5 0 0,3 0,1 -1
6 0 0,5 -0,8 -0,1 0,3 -0,4
MEDIA 0 0 -0,1 -0,2 -0,1 -0,4
DPM 0 0,3 0,4 0,5 0,7 0,5
EPM 0 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2

Tabela XX. Valores individuais do indice de vocalizagdo durante aplicacdo de estimulo
nocivo nos diferentes tempos (em minutos) apos a microinjecao de lidocaina a 2 % na SCPd
(0,2 ul) seguida da microinjecao de solucdo salina (0,2 pl) no CCA.

indice de Vocalizagdo (tempo em minutos)

Animais LB 2 5 10 15 30
1 0,0 -0,2 0,2 0,3 0,2 0,3

2 0,0 -0,3 -0,8 -0,2 -0,4 -0,8

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

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

5 0,0 0,2 0,2 0,1 -0,6 0,1

6 0,0 0,0 0,0 -0,3 -0,3 0,0
MEDIA 0,0 0,0 -0,1 0,0 -0,1 0,0
DPM 0,0 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4

EPM 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2
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Tonic immobility (TI) is an innate defensive behavior elicited by physical restriction and postural inversion,
and is characterized by a profound and temporary state of motor inhibition. The participation of the
periaqueductal gray matter (PAG) in TI modulation has previously been described. In addition, the excitatory
amino acids (EAA) are important mediators involved in the adjustment of several defensive responses
produced by PAG. In the present study, we investigated the effect of microinjection of the EAA agonist pL-
homocysteic acid (DLH) and the N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor antagonist (MK-801) into the
ventrolateral and dorsal PAG over the duration of TI in guinea pigs. Microinjection of 15 nmol/0.2 ul of DLH
into the ventrolateral PAG (vIPAG) and 30 nmol/0.2 ul of DLH into the dorsal PAG (dPAG) promoted an increase
and decrease in TI duration, respectively. These responses were blocked by prior microinjection of the NMIDA
receptor antagonist, MK-801 (3.6 nmol/0.2 pl) at the same site. Microinjection of MK-801 alone into the vIPAG
and dPAG did not alter the duration of TI episodes. These results suggest that NMDA receptors are involved in
the modulation of TI in both the vIPAG and dPAG. In addition, PAG excitatory amino acids modulate the TI
response via columnar organization of the PAG. In this manner, the VIPAG facilitates TI modulation whereas

Keywords:

PAG

Tonic immobility
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dPAG has an inhibitory role in TI.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Tonic immobility (TI) is an innate defensive response characterized
by a temporary state of profound akinesis and a relative lack of
responsiveness to external stimuli. This response is triggered in many
vertebrate and invertebrate species by different types of sensory
stimuli, mainly those from prolonged physical contact with predators
[1,2]. Generally, Tl is elicited in extreme conditions, when the captured
prey expresses its limitation without loss of control of the situation
[1,2]. The lack of movement caused by TI frequently interrupts the
predator attack and consequently promotes a condition where the
seized prey may be able to escape [3].

Studies carried out in our laboratory showed the participation of
periaqueductal gray matter (PAG) in the modulation of the TI
response. This participation is distinct between the longitudinal
columns. The cholinergic stimulation of dorsal PAG (dPAG) decreases
TI duration, while the same stimulation in the ventrolateral PAG
(VIPAG) increases the TI response [4].

Some research has associated the vIPAG with modulation of
passive strategies of defensive reactions, whereas the dPAG is
associated with the mediation of active forms of defense to cope
with threats [5,6]. In this context, administration of excitatory amino

* Corresponding author. Tel.: +55 16 3602 3025; fax: +55 16 3633 0017.
E-mail address: Imdolive@fmrp.usp.br (L. Menescal-de-Oliveira).

0031-9384/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.physbeh.2008.02.013

acids (EAA), specifically the pL-homocysteic acid (DLH), into distinct
regions of the rat and cat PAG changes somatomotor and autonomic
responses [7-10]. According to Carrive [5] and Bandler and Shipley [6],
stimulation of the vIPAG of rats and cats by DLH microinjection causes
opioid-mediated antinociception, quiescence, bradycardia, hypoten-
sion and a decreased responsiveness to the environment (hyporeac-
tivity). In contrast, EAA microinjection into the dPAG produces
reactions associated with fight and flight [5,6,11].

Some studies have demonstrated the presence of a high density of
glutamatergic receptors and neurotransmitters in the PAG of rats and
cats [12-14], suggesting that EAA are involved in the PAG modulation of
behavioral activities. Nonetheless, the participation of EAA in the
mediation of TI responses has still not been demonstrated. The present
study investigated the effects of injecting agonists (DLH) and antagonists
(MK-801) into the ventrolateral and dorsomedial/dorsolateral (dorsal)
PAG upon the TI duration in guinea pig, with the aim of contributing to
the understanding of the role of EAA in modulation of the TI response.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult male guinea pigs (Cavia porcellus) weighing 400 to 500 g
were obtained from the animal care facility of the Faculty of Medicine

of Ribeirdo Preto (FMRP). The animals (n=90) were kept in Plexiglas
wall cages (56x37x39 cm, five animals per cage) in a room
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maintained at 24+1 °C, on a 12-h light cycle, with free access to water
and food. The experiments were carried out in compliance with the
recommendations of Brazilian Association for Laboratory Animal
Science (COBEA), with the approval (Proc.no. 051/2005) of the Ethical
Committee for Animal Experimentation of the Ribeirdo Preto School of
Medicine, University of Sdo Paulo. All efforts were made to minimize
animal suffering.

2.2. Tonic immobility recordings

In the present study, each animal was submitted to five control
maneuvers of TI induction and the duration of the episodes was
recorded. Induction of TI was carried out by holding the animal
around the thorax, quickly inverting it and pressing it down into a
V-shaped plywood trough (30x17x17 cm). The pressure applied by
the hands of the experimenter was proportional to the resistance
offered by the animal to the restraining maneuver. When the animal
stopped moving, the experimenter slowly withdrew their hands and
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a chronometer was activated to measure the duration (in seconds) of
the response, which ended when the animal resumed the upright
position. If the animal did not become motionless within 60 s, the
episode was recorded as having zero duration. For group analysis,
the mean of five episodes per animal was considered. It was
established that, in one and the same trial group, the animals serve
as their own controls, that is, the mean of TI episodes in the control
situation was compared with the mean of the sham and of the trial
situation.

2.3. Surgical procedures

One day after the control Tl episode, the animals were anesthetized
by intramuscular injection of 40 mg/kg ketamine plus 5 mg/kg
xylazine, and placed in a stereotaxic apparatus (David-Kopf Instru-
ments, USA) with the mouthpiece 21.4 mm below the interauricular
line, and a guide cannula (14 mm long and 0.6 mm outer diameter,
prepared from a hypodermic needle) was implanted into the PAG.
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Fig. 1. Duration of tonic immobility (TI) episodes. Mean +S.E.M. TI duration under control conditions (CONT), after surgery (SHAM) and after microinjection of different drugs into the
ventrolateral periaqueductal gray matter (vIPAG). (A) TI duration after saline (SAL) microinjection (0.2 ul; n=7); (B) TI duration after DLH microinjection (15 nmol /0.2 pl; n=10); (C)
TI duration (n=7) after MK-801 microinjection (3.6 nmol /0.2 pl) and prior DLH microinjection (15 nmol/0.2 ul); (D) TI duration after MK-801 microinjection (3.6 nmol /0.2 ul; n=9).
*p<0.05 compared to CONT and SHAM. (E) Schematic drawing of frontal sections obtained at representative levels of the guinea pig periaqueductal gray matter. The open circles (O)
represent the sites where saline solution was microinjected; the filled circles (®) represent the sites where DLH (15 nmol) was microinjected; the open triangles (A) represent the
sites where MK-801 + DLH were microinjected; the filled triangles (A) represent the sites where MK-801 (3.6 nmol) was microinjected. All microinjections were made on the right

side, however DLH and MK-801 are illustrated on the left side for clarity.
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Fig. 2. Duration of tonic immobility (TI) episodes. Mean+S.E.M. TI duration under control conditions (CONT), after surgery (SHAM) and after microinjection of different drugs into the
dorsal periaqueductal gray matter (dPAG). (A) TI duration after saline microinjection (0.2 pl; n=6); (B) TI duration after DLH microinjection (30 nmol /0.2 pl; n=9); (C) TI duration
(n=7) after MK-801 microinjection (3.6 nmol/0.2 ul) and prior DLH microinjection (30 nmol/0.2 ul); (D) TI duration after MK-801 microinjection (3.6 nmol /0.2 pl; n=9). *p<0.05
compared to CONT and SHAM. (E) Schematic drawing of frontal sections obtained at representative levels of the guinea pig periaqueductal gray matter. The open circles (O) represent
the sites where saline solution was microinjected; the filled circles (®) represent the sites where DLH (30 nmol) was microinjected; the open triangles (A) represent the sites where
MK-801 +DLH were microinjected; the filled triangles (A) represent the sites where MK-801 (3.6 nmol) was microinjected. All microinjections were made on the right side, however

DLH and MK-801 are illustrated on the left side for clarity.

Stereotaxic coordinates for the vIPAG were 9.4 to 9.8 mm caudal to the
bregma, 0.6 to 0.8 mm lateral to the midline, and 2.8 mm above the
intraural line using the coordinates of the Rossner atlas [15] for guinea
pigs as a reference. The parameters for the dPAG were the same,
except that the last coordinate was changed to 3.2 to 3.4 mm above the
interaural line. The guide cannula was lowered to a depth of 1 mm
above the target region and fixed to the skull using autopolymerizing
resin and an additional anchoring screw. All animals were allowed to
recover from surgery for 6-7 days.

2.4. Experimental procedures

After 6-7 days of recovery from surgery, the different animal
groups were submitted to a TI session with injection cannulas lowered
into the VIPAG (experiment 1) and dPAG (experiment 2) and then
microinjected with drugs and submitted to the TI maneuver.

In experiment 1, we tested the effects of pL.-homocysteic acid (DLH)
and of MK-801 microinjection into the vIPAG on TI duration. In this
experiment, the animals whose cannula was implanted in the vIPAG
were assigned to one of six groups. In group 1 (n=7), the animals were

microinjected with saline (0.2 ul); in group 2 (n=7) and group 3
(n=10), the animals were microinjected with DLH (5 and 15 nmol/
0.2 pl, respectively); in group 4 (n=7) the animals were microinjected
with MK-801 (3.6 nmol/ 0.2 pl), followed 1 min later by DLH (15 nmol/
0.2 pl); in group 5 (n=9) and group 6 (n=10) the animals were
microinjected with MK-801 (3.6 and 10.8 nmol/0.2 pl, respectively).

In experiment 2, we also tested the effect of DLH and MK-801 on TI
duration, but this time the drugs were microinjected into the dPAG. In
this experiment, the animals were assigned to five groups. In group 1
(n=6), the animals were microinjected with saline (0.2 ul); in group 2
(n=9) and group 3 (n=9), the animals were microinjected with DLH
(15 and 30 nmol/0.2 pl, respectively); in group 4 (n=7) the animals
were microinjected with MK-801 (3.6 nmol/0.2 pl) followed 1 min
later by DLH (30 nmol/ 0.2 pl); in group 5 (n=9) the animals were
microinjected with MK-801 (3.6 nmol/ 0.2 pl).

Microinjections were performed with a Hamilton microsyringe
(5.0 nl) connected to a PE-10 polyethylene catheter, which in turn
was coupled to a Mizzy needle segment (0.3 mm outer diameter;
1.0 mm longer than the guide cannula). In all experimental groups,
a volume of 0.2 pl was microinjected over a period of 1 min and
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the Mizzy needle was left in place for an additional 40 s to avoid
reflux.

2.5. Drugs

The drugs used were DLH (pL-homocysteic acid from Aldrich) MK-
801 (maleate salt, from Sigma), diluted in saline. The doses were based
on studies by Finn et al [16] and Jensen and Yaksh [17].

2.6. Histological analysis

Following all tests, the injection site was marked by microinjecting
0.2 ul of 2% pontamine sky blue dye. Each animal was deeply
anesthetized with sodium pentobarbital and was perfused intracar-
dially with saline followed by 10% formalin. The brains were removed
and fixed in 10% formalin. Routine histological procedures were used
for sectioning, and stained preparations were observed under a light
microscope to determine the location of the stimulated sites according
to the Rossner atlas [15].

2.7. Statistical analysis

The TI results are reported as mean+standard error of the mean
(SEM) of the mean duration of five TI episodes. Data were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures. The degree of
freedom of the repeated measure (treatment) was corrected by the
Huynh-Feldt € parameter. The Duncan test was used to determine the
difference between treatments, with the level of significance set at
p<0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1

Microinjection of DLH (15 nmol/0.2 pl) into the vIPAG promoted an
increase in the duration of TI in guinea pigs and prior application of
MK-801 (3.6 nmol/0.2 pl) blocked this response (Fig. 1B and C
respectively). ANOVA for repeated measures indicated a significant
difference between treatments (F215)=7.77; p<0.05) and Duncan'’s
post-test showed that treatment with DLH differed from the other
treatments (control and sham), which did not differ from one another.
In addition, microinjection of MK-801 alone or saline did not alter the
mean duration of TI when compared to the control and sham
situations (p>0.05; Fig. 1D and A). Microinjection of a low dose
(5.0 nmol/0.2 pl) of DLH into the vIPAG did not differ significantly from
the control situation or sham or from microinjection of a high dose of
MK-801 (p>0.05; data not shown). Fig. 1E shows a schematic
representation of the sites of microinjection in the vIPAG.

3.2. Experiment 2

Microinjection of DLH (30 nmol/0.2 ul) into the dPAG promoted a
decrease in the duration of TI in guinea pigs and prior application of
MK-801 (3.6 nmol/0.2 pl) blocked this effect (Fig. 2B and C
respectively). ANOVA for repeated measures indicated a significant
difference between treatments (Fi16)=4.67; p<0.05;) and Duncan'’s
post-test showed that treatment with DLH differed from the other
treatments (control and sham), which did not differ from one another.
In addition, microinjection of MK-801 alone or saline did not alter the
mean duration of TI when compared to the control and sham
situations (p>0.05; Fig. 2D and A).

The DLH microinjections (30 nmol) also promoted some behavioral
changes which were analyzed qualitatively. These included vocaliza-
tion (55.6% of sample), an increase in the alert state (55.6%), running
(33.3%), arching of the back (11.1%) and tooth-beating (11.1%). In
contrast to the vIPAG, microinjection of a low dose (15 nmol) of DLH

into the dPAG was not able to alter the duration of TI episodes
(p>0.05; data not shown), even though it also had provoked
behavioral changes in 55.6% of the sample (5 animals). These changes
included vocalization (33.3% of group), arching of the back (11.1%) and
an increase in locomotor activity (11.1%). Fig. 2E shows a schematic
representation of the sites of dPAG microinjections.

4. Discussion

The results presented here demonstrate that microinjection of DLH
into the VIPAG produces an increase in Tl duration, while injection into
the dPAG decreases this response in the guinea pig. These effects are
blocked by prior administration of MK-801 into the same sites,
suggesting that NMDA receptors are involved in the mediation of TI
responses evoked by DLH. The glutamatergic TI modulation in the PAG
appears to operate in accordance with the principles of topographic
organization proposed by Bandler and Shipley [6]. They described an
association of the vIPAG with passive coping strategies to threats,
whereas the dPAG was associated with active coping strategies.

DLH stimulation of the VIPAG evokes similar responses to the
reactions of an animal subsequent to injury, or after defeat in a social
encounter [9,10]. Therefore, Bandler and Shipley [6] proposed that
the VIPAG may participate in passive coping strategies to lessen the
physiological and emotional impact of an inescapable stressful or
painful encounter. Within this context, it is known that the TI
response is elicited in nature by proprioceptive and tactile stimuli
which arise from prolonged prey/predator contact coupled with
physical restraint of the prey [1,2,18]. According to Morgan and
Carrive [19] and Walker and Carrive [20], the VIPAG is an essential
neural substrate. Its main role is to impose immobility reactions
during different situations such as during contextual conditioned fear
and poststress recovery. Based on this hypothesis, it has been
suggested that the VvIPAG is involved in TI mediation, since this
response is characterized by evident immobility. Results from a study
by Monassi et al. [4] corroborate this proposition, since they showed
that microinjection of carbachol, a cholinergic agonist, into the vIPAG
increases TI episodes, while injection into the dPAG produces a
decrease of this response.

It is known that the dPAG is associated with the mediation of the
somatomotor and neurovegetative responses in active defense
strategies such as flight, fight and hyperactive immobility that are
elicited by the presence of an escapable threat [4,21,22]. According to
Fanselow [21], during the manifestation of circa-strike defensive
behaviors, which are characterized by audible vocalization and
vigorous locomotor behaviors, there is dominance in the activation
of the lateral and dorsal PAG. It has been described that the electrical
[22,23] and chemical [24,25], including EEA [11,23] stimulation of
dPAG in rats [11,22] and cats [6,23-25] initiates defense reactions
produced when the animal is faced with threatening situation. These
responses include exophthalmus [11,23], alertness, hyperactive
immobility [6,11,22], defensive rage behavior [23-25], evident escape
behavior [6,22]. In the present study, DLH microinjection (15 and
30 nmol) into the dPAG of the guinea pig produced responses
associated with active defense strategies such as vocalization, an
apparently hyperactive immobility state, back arching, tooth-beating,
an increase in locomotor activity and escape.

Curiously, the microinjection of 15 nmol of DLH into the dPAG did
not influence the duration of TI response, while injection into the
VIPAG produced a significant increase in the TI duration. Therefore,
considering just the TI response, DLH microinjection into the dPAG
only had an effect with the 30 nmol dose. One possible explanation for
this result may be the fact that the TI response is part of the passive
repertoire of defensive reactions. It is probable that during TI
expression, the VIPAG is activated whereas the dPAG is inhibited.
Consequently, the alteration of TI episodes by dPAG stimulation is
possible shortly after this stimulation overcomes previous activation
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of the vIPAG. Within this context, it is thought that it may be necessary
to increase the dose of DLH (30 nmol) into the dPAG in order to modify
TI episodes.

The dPAG mechanism that promotes the decrease of TI duration
probably involves inhibition of neural circuits of the VIPAG, since this
substrate is considered indispensable for defense responses associated
with quiescent states [19,26]. According to Katz and Frost [27], the PAG
has an intrinsic neuromodulator circuit that permits the activation or
inhibition of a specific column to affect the projecting neurons of the
others. This reciprocal inhibitory network prevents opposite func-
tional columns (e.g., ventrolateral and dorsolateral) from being
simultaneously activated [28,29]. It was demonstrated that GABAergic
elements, mostly local interneurons, play an important tonic inhibi-
tory role in a wide variety of PAG functions [30]. In the dorsal PAG,
GABAergic elements have a tonic inhibitory effect on the active
defensive reactions elicited by this neural substrate [31]. Jansen et al.
[28] suggested that GABAergic neurons participate in this system of
intrinsic neural control.

It has been reported that descending projections to the lower
brainstem provide the essential substrates for PAG-mediated active
and passive coping strategies [32]. Therefore, it is possible that
activation of the dorsal and ventrolateral PAG alter the duration of TI
episodes by recruitment of portions of the ventromedial brainstem,
such as the nucleus raphe magnus (NRM). According to Beitz [33], DLH
microinjection into rat PAG releases EAA in the NRM by a PAG-NRM
pathway. Moreover, Silva and Menescal-de-Oliveira [34,35] showed
that under the influence of opiodergic, GABAergic and cholinergic
neurotransmitters, the NRM is capable of distinct modulation of the TI
response. According to Keay and Bandler [32], the PAG-NRM pathway
regulates several autonomic and somatomotor responses present in
various defensive behaviors. This regulation may be achieved by
activation of distinct neuronal populations within NRM, or by
inhibitory or excitatory effects of different neurotransmitters released
into this nucleus.

In the present study, prior microinjection of MK-801 (NMDA
receptor antagonist) into the dorsal and ventrolateral PAG blocked the
decrease and increase of TI duration, which were elicited by
microinjection of DLH into dorsal and ventrolateral PAG, respectively.
On the other hand, microinjection of MK-801 alone into the dPAG
(3.6 nmol) and vIPAG (3.6 and 10.8 nmol) had no significant effect.
These results suggest that NMDA receptors participate in the PAG in
control of the Tl response. Albin et al. [12] examined the density of EAA
binding site subtypes in rat PAG and demonstrated the presence of
NMDA receptors in this neuronal substrate. Based on these results, the
authors proposed that the role of EAA receptors in PAG function is
likely to be complex and may be important in mediating defensive
behaviors. However, we cannot discard the possibility that the release
of EAA in the PAG by projections from other diencephalic and
prosencephalic structures can also contribute to modulate the
duration of the TI through NMDA activity. According to Beitz and
Wiliams [13], defensive behaviors can be modulated by glutamatergic
projections from the cingulate cortex, hypothalamus and amygdala.
Results from our laboratory have demonstrated the involvement of the
lateral and medial hypothalamus, and also the central nucleus of the
amygdala in the TI response [36-38]. Therefore, further research is
needed to check the possibility of the hypothesis that glutamatergic
projections on the PAG can also contribute to modulate the TIresponse.

The regulation of TI episodes seems to be mediated by a balance
between ventrolateral and dorsal PAG activity that determines the
increase or decrease of TI expression. The activation of PAG columns
appears to be associated with mounting a strategy to cope with the threat,
and more specifically, may relate to whether the prey manages to escape
or not. The mechanisms are complex and probably involve EAA, whose
activities are mediated by NMDA receptors, as shown by this study.

In summary, the present study shows that microinjection of DLH
into the VIPAG increases the duration of TI episodes, whereas EAA

stimulation of dorsomedial and dorsolateral sites reduces the duration
of this behavior. This suggests that the PAG may modulate TI and that
the different neuronal regions of the PAG play different roles in the
organization of this behavior. This study also demonstrates that, in
addition to rats and cats, guinea pigs also show a sharp distinction
between the response patterns triggered by the dorsal and ventral PAG.
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Tonic immobility (TI) is an innate defensive behaviour elicited by physical restriction and postural
inversion, and is characterised by a profound and temporary state of akinesis. Our previous studies
demonstrated that glutamatergic stimulation of the dorsomedial/dorsolateral portion of periaqueductal
gray matter (dPAG) decreases the duration of TI in guinea pigs (Cavia porcellus). Furthermore, evidence
suggests that the anterior cingulate cortex (ACC) constitutes an important source of glutamate for the
dPAG. Hence, in the current study, we investigated the effects of microinjection of the excitatory amino
acid (EAA) agonist bL-homocysteic acid (DLH) and the N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor antagonist
MK-801 into the ACC on the duration of TI in guinea pigs. We also assessed the effect of the NMDA recep-
tor antagonist (MK-801) into the dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) prior to DLH microinjection
into the ACC on the TI duration in the guinea pig. Our results demonstrated that DLH microinjections into
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NMDA the ACC decreased the duration of TI. This effect was blocked by previous MK-801 microinjections into
Periaqueductal gray matter the ACC or into the dPAG. The MK-801 microinjections alone did not influence TI duration. These results
Guinea pig provide the new insight that EAAs in the ACC can decrease the duration of TI. The mechanism seems to

be dependent on the NMDA receptors present in the ACC and in the dPAG.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Tonic immobility (TI) is an inborn defence response charac-
terised by a dramatic and profound state of motor inhibition. It is
elicited in a wide variety of species under fear circumstances and is
associated with a brief period of physical restraint. Tl is considered
to be the last resource used by prey in a sequence of distance-
dependent antipredator behaviours [30,43]. Its adaptive value has
been associated with the state of akinesis, which seems to reduce
the probability of continued predatory attack [45,51].

Results from our laboratory have showed the role of some of
the neural substrates involved in TI modulation [13,14,16,36]. In
this context, Ramos Coutinho et al. [42] demonstrated that the
microinjection of bL-homocysteic acid (DLH), an excitatory amino
acid (EAA) agonist, into the dorsolateral/dorsomedial portion of
the periaqueductal gray matter (dPAG) produces a decrease in TI
duration in the guinea pig. This effect was blocked by previous
administration of MK-801 (NMDA receptor antagonist) into the
same site. These results were expected since the dPAG seems to
be strongly involved in the mediation of active strategies to cope
with aversive situations [3,10].

* Corresponding author. Tel.: +55 16 3602 3333; fax: +55 16 3633 0017.
E-mail address: Imdolive@fmrp.usp.br (L. Menescal-de-Oliveira).

0166-4328/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2009.11.047

Interestingly, the Ramos Coutinho et al. [42] study also raised
questions concerning the origin of glutamatergic projections that
could be capable of releasing EAA into the dPAG and causing
early disruption of the TI duration in some specific situations.
Beitz and Williams [5] used retrograde trace techniques combined
with immunohistochemical techniques for assessing glutamate
to demonstrate that the cingulate cortex sends one of the most
robust projections of EAA to the dPAG in rats. Other detailed
works demonstrated a high density of axons from the anterior
cingulate cortex (ACC) to the dPAG in the rat [47] and monkey
[2].

The ACC is part of the rostral limbic system, which is involved
in modulation of several affective and motivational responses such
as conditioned fear, anxiety, pain, vocalisation and posttraumatic
stress disorder [8,11,18,26,31]. The extensive connections with the
dPAG may be important in the regulation of these responses. In
accordance with Floyd et al. [17], the projections between the ACC
and dPAG comprised part of the circuitry engaged in generating
active emotional coping in response to stress that has a strong psy-
chological component. Taken together, these data provide support
for our hypothesis that the ACC modulates Tl responses by releasing
EAA into the dPAG. In order to address this issue, the current study
investigated the effects of DLH and MK-801 injection into the ACC
on the Tl duration in the guinea pig, as well as the effect of MK-801
microinjection into the dPAG prior to ACC activation by DLH on the
TI duration in guinea pigs.
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2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult male guinea pigs (Cavia porcellus) weighing 400-500 g were obtained from
the animal care facility of the Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto (FMRP). The
animals (n=71) were kept in Plexiglas-walled cages (56 cm x 37 cm x 39 cm, five
animals per cage) in a room maintained at 24 +1°C, on a 12-h light cycle, with free
access to water and food. The experiments were carried out in compliance with
the recommendations of the Brazilian Association for Laboratory Animal Science
(COBEA), which are based on the US National Institutes of Health Guide for Care
and Use of Laboratory Animals. The experimental procedures were approved (Proc.
no. 069/2007) by the Ethical Committee for Animal Experimentation of the School
of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo. All efforts were made to
minimise animal suffering. The guinea pigs were selected for this study since they
are considered moderately susceptible to tonic immobility [29].

2.2. Tonic immobility recording

In the present study, each animal was subjected to five control procedures of TI
induction, and the duration of the episodes was recorded. Induction of TI was per-
formed by holding the animal around the thorax with the hands, quickly inverting it
and pressing it down into a V-shaped plywood trough (30cm x 17 cm x 17 cm). The
restraint and postural inversion maneuvers used in the laboratory are an attempt
to simulate the preying condition. This restraining was applied by the hands of the
experimenter and it was proportional to the resistance offered by the animal to
the induction of TI. When the animal stopped moving, the experimenter slowly
withdrew his hands and a chronometer was activated to measure the duration (in
seconds) of the response, which ended when the animal resumed an upright posi-
tion. If the animal did not become motionless within 60 s, the episode was recorded
as having zero duration. For group analyses, the mean of five episodes per animal
was considered.

2.3. Surgical procedures

One day after the control TI episode, the animals were anaesthetised by intra-
muscular injection of 40 mg/kg ketamine plus 5mg/kg xylazine and placed in a
stereotaxic apparatus (David-Kopf Instruments, USA) with the mouthpiece 21.4 mm
below the interauricular line. A guide cannula (14 mm long and 0.6 mm outer diame-
ter, prepared from a hypodermic needle) was implanted into the ACC (experiments 1
and 2) and into the dPAG (experiment 2). Stereotaxic coordinates for the ACC were
3.2-1.1 mm rostral to the bregma, 0.2-0.6 mm lateral to the midline, and 4.7 mm
above the intraural line. The parameters for the dPAG were 9.4-9.8 mm caudal to
the bregma, 0.6-0.8 mm lateral to the midline, and 3.2-3.4 mm above the intraural
line. These references were obtained from the Rossner atlas [44] for guinea pigs. The
guide cannula was lowered to a depth of 1 mm above the target region and fixed to
the skull by means of autopolymerising resin and an additional anchoring screw. All
animals were allowed to recover from surgery for 6-7 days. The choice of the ACC
region as a site for microinjecting was the anterior region of the ACC which is more
related with the modulation of responses involved in emotional contexts [15,53].

2.4. Experimental procedures

After recovery from surgery for 6-7 days, the different animal groups were sub-
jected to a TI session with cannulas implanted into the ACC (experiment 1) and
into the ACC plus dPAG (experiment 2) and then microinjected with the drugs and
subjected to the TI procedure.

In experiment 1, we tested the effect of bL-homocysteic acid (DLH) and of the
MK-801 microinjection into the ACC on TI duration. In this experiment, the ani-
mals for which the cannula was implanted in the ACC were assigned to one of
four groups. In group 1 (n=_8), the animals were microinjected with saline (0.2 u.1);
in group 2 (n=11), the animals were microinjected with DLH (30 nmol/0.2 pl); in
group 3 (n=10), the animals were microinjected with MK-801 (3.6 nmol/0.2 1)
followed 1 min later by DLH (30 nmol/0.2 ul); in group 4 (n=8), the animals were
microinjected with MK-801 (3.6 nmol/0.2 ).

In experiment 2, we evaluated the role of the functional block of NMDA recep-
tors within dPAG 1 min before the microinjection of DLH into the ACC on the TI
duration. In this experiment, the animals were assigned to four groups. In group 1
(n=10), the animals were microinjected with saline (0.2 .l) into dPAG previously
to the DLH (30 nmol/0.2 l) microinjection into the ACC; in group 2 (n=8), the ani-
mals were microinjected with MK-801 (3.6 nmol/0.2 1) into the dPAG prior to DLH
(30nmol/0.2 wl) microinjection into the ACC; in group 3 (n=38), the animals were
microinjected with MK-801 (3.6 nmol/0.2 1) into the dPAG followed 1 min later by
saline (0.2 l) into the ACC; in group 4 (n =8), the animals were microinjected with
saline (0.2 wl) into the dPAG 1 min before the microinjection of saline (0.2 l) into
the ACC.

Microinjections were performed with a Hamilton microsyringe (5.0 ul) con-
nected to a PE-10 polyethylene catheter, which in turn was coupled to a Mizzy
needle segment (0.3 mm outer diameter; 1.0 mm longer than the guide cannula). In
all experimental groups, a volume of 0.2 pl was microinjected over a period of 1 min
and the Mizzy needle was left in place for an additional 40's to avoid reflux.

~— micrometer

200.00

Fig. 1. Photomicrograph of a coronal section of the guinea pig’s brain showing the
microinjection site into the anterior cingulate cortex (ACC).

2.5. Drugs

The drugs used were DLH (DL-homocysteic acid from Aldrich) and MK-801
(maleate salt, from Sigma St. Louis, MO, USA), diluted in saline. The doses were
based on studies by Ramos Coutinho et al. [42].

2.6. Histological analysis

Following all tests, the injection site was marked by microinjecting 0.2 w1 of 2%
pontamine sky blue dye. Each animal was deeply anaesthetised with sodium pen-
tobarbital and then intracardially perfused with saline followed by 10% formalin.
Brains were removed, maintained in formalin solution for 24 h, and cryoprotected
in 30% sucrose for at least 48 h. Serial 40 um coronal brain sections were cut using a
cryostat (—21°C), mounted on gelatin-coated slides, and stained with Cresyl Violet
(0.25%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to localize the positions of the microin-
jection sites according to the atlas of Rdssner atlas [44]. The microinjection sites
were evaluated by microscopic examination. Fig. 1 shows a photomicrography of a
coronal section representing the microinjection site in ACC.

2.7. Statistical analysis

The Tl results are reported as the mean =+ standard error of the mean (S.E.M.) for
the mean duration of five Tl episodes. Data were analysed by a repeated-measures
analysis of variance (ANOVA). The degree of freedom of the repeated measure (treat-
ment) was corrected by the Huynh-Feldt ¢ parameter. The Duncan test was used to
determine the difference between treatments, with the level of significance set at
P<0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1

Microinjection of DLH (30 nmol/0.2 1) into the ACC promoted
a decrease in the duration of TI in guinea pigs and prior applica-
tion of MK-801 (3.6 nmol/0.2 1) blocked this response (Fig. 2A and
B, respectively). The repeated-measures ANOVA indicated a signif-
icant difference between treatments (F, 0 =4.07; P=0.033) and a
Duncan’s post-test showed that treatment with DLH differed from
the other treatments (control and sham), which did not differ from
one another. In addition, microinjection with either MK-801 alone
or saline did not alter the mean duration of Tl when compared to the
control and sham situations (P> 0.05; Fig. 2C and D, respectively).
Fig. 2E shows a schematic representation of the microinjection sites
in the ACC.

3.2. Experiment 2
Microinjection of DLH (30 nmol/0.2 wl) into the ACC 1 min after

saline (0.2 1) microinjection into the dPAG promoted a decrease in
the duration of Tl in guinea pigs. The ANOVA for repeated measures
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Fig. 2. Duration of tonic immobility (TI) episodes. Mean & S.E.M. Tl duration under control conditions (CONT), after surgery (SHAM) and after microinjection of different drugs
into the anterior cingulate cortex (ACC). (A) TI duration after DLH microinjection (30 nmol/0.2 pl; n=11). (B) TI duration (n = 10) after MK-801 microinjection (3.6 nmol/0.2 1)
prior DLH microinjection (30 nmol/0.2 wl). (C) TI duration after MK-801 microinjection (3.6 nmol/0.2 pl; n=38). (D) TI duration after saline (SAL) microinjection (0.2 pl; n=38).
"P<0.05 compared to CONT and SHAM. (E) Schematic drawing of frontal sections obtained at representative levels of the guinea pig ACC. The filled circles (@) represent the
sites where there were microinjections: I, DLH (30 nmol); I, MK-801 + DLH; III, MK-801 (3.6 nmol); IV, saline solution.

indicated a significant difference between treatments (F,,15 =8.79;
P=0.002) and a Duncan’s post-test showed that treatment with
saline into the dPAG + DLH into the ACC differed from the other sit-
uations (control and sham), which did not differ from one another
(Fig.3A). The application of MK-801 (3.6 nmol/0.2 1) into the dPAG
prior the microinjection of DLH into the ACC blocked this effect
(Fig. 3B). In addition, microinjection of MK-801 into the dPAG
prior to saline microinjection into the ACC did not alter the mean
duration of TI when compared to the control and sham situations
(P>0.05; Fig. 3C). Similarly, the microinjection of saline into the
dPAG 1 min prior the microinjection of saline into the ACC did not
altered the TI duration either (Fig. 3D). Fig. 3E shows a schematic
representation of the sites of the dPAG and ACC microinjections.

4. Discussion

The results of the current study demonstrated that the microin-
jection of DLH (30 nmol/0.2 ul) into the ACC in guinea pigs was
capable of reducing the Tl duration. This effect was blocked by prior
administration of the NMDA antagonist, MK-801 (3.6 nmol/0.2 ul),
into the ACC or dPAG. Thus, the results provide new insights into
the possibility that glutamatergic activity in the ACC is capable of
modulating the TI response by NMDA receptors present in the ACC
and dPAG.

Considering that the TIresponse is areaction elicited inintensely
stressful and fear-inducing situations [20], the present results
reinforce the idea that the ACC is an important neural substrate

involved with mediation of responses associated with aversive cir-
cumstances [15,25,32,39,49]. Furthermore, the current results also
suggest that the EAA and its NMDA receptor in the ACC play a
role in adjusting these responses. According to Bozkurt et al. [6],
the density of glutamatergic receptors in whole primate cingu-
late cortex is significantly higher than the great majority of the
other receptors evaluated in their study. This is likely indicative
of the importance of glutamatergic receptors relative to all other
receptors evaluated by the authors in activities modulated by this
substrate. For example, studies by Tang et al. [49] showed that
glutamatergic stimulation of the ACC in mice contributed to the
elevated expression of pain-related fear memory. Results from a
study by Pietersen et al. [39] showed that fear conditioning in rats
produced an increase in the expression of the freezing response as
well as c-fos expression in the ACC. The systemic administration
of the NMDA receptor antagonist abolishes both effects. The appli-
cation of the NMDA receptor antagonist directly into the ACC also
blocks increases in pain-related aversion responses and the conse-
quent enhancement of c-fos activity in the ACC [32]. According to
Johansen and Fields [25], ACC stimulation by homocysteic acid is
sufficient to generate an aversive teaching signal in rats.

In the current study, the results showed that glutamatergic
stimulation in the ACC produces a reduction of the TI duration.
It has been established that the ACC is involved with the pro-
cessing of anticipative reactions, with the ultimate goal being
that the animal avoids the potential danger or prepares against
inevitable threat [15,26,38,39,40]. Thus, the ACC seems to mod-
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Fig. 3. Duration of tonic immobility (TI) episodes. Mean+S.EMM. TI duration
under control conditions (CONT), after surgery (SHAM) and after different drugs
microinjected into the dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) 1 min before the
microinjections of different drugs into the anterior cingulate cortex (ACC). (A)
TI duration (n=10) after saline microinjection into dPAG prior DLH microinjec-
tion (30 nmol/0.2 1) into ACC. (B) TI duration (n=8) after MK-801 microinjection
(3.6 nmol/0.2 1) into the dPAG prior DLH microinjection (30 nmol/0.2 w.l) into the
ACC. (C) TI duration (n=_8) after MK-801 microinjection (3.6 nmol/0.2 p.l) into the
dPAG prior saline solution microinjected into ACC. (D) TI duration (n = 8) after saline
(SAL) microinjection (0.2 wl) into the dPAG prior saline solution microinjected into
ACC. "P<0.05 compared to CONT and SHAM. (E) Schematic drawing of frontal sec-
tions obtained at representative levels of the guinea pig ACC and dPAG. The filled
circles (@) represent the sites where there were microinjections: I, saline into the
dPAG +DLH (30 nmol) into the ACC; I, MK-801 into the dPAG + DLH into the ACC; III,
MK-801 (3.6 nmol) into the dPAG + saline solution into the ACC; IV, saline solution
into the dPAG + saline solution into the ACC.

ulate aversive responses by means of regulating the expression of
autonomic, endocrine and behavioural components [12,15,38] that
act to increase alertness, reactivity and attention from the aver-
sive stimulus [22,24,35,48]. The TI response is evoked in a distinct
circumstance in which the potential danger becomes an extreme

threat. Moreover, during Tl episodes a distinct state of little reactiv-
ity from environmental stimulus is evident [29,43]. Therefore, we
propose that stimulation of the ACC likely decreased the TI dura-
tion via activation of circuitry involved in mediating responses with
divergent characteristics from the TI response.

In agreement with this hypothesis, Prestrude [41] carefully eval-
uated Tl responses in puppies from different species and concluded
that an increase in the level of neocortex complexity produces
inhibitory effects on the TI duration. In addition, the functional
block of the cortex, including the ACC, facilitates the TI duration
in rats [50]. In posttraumatic stress disorder patients that reported
a TI-like response, the ACC activity may also be reduced, since the
exaggerated emotional responses in these patients have been asso-
ciated with dysfunction and low activity of this neural substrate
[23,28,46].

According to Klemm [29,30], the principal mechanisms involved
with the control of TI are present in the brainstem and are
suppressed by neo-cortical structures. In situations of extreme
fear associated with prolonged physical contact between prey
and predator, this inhibitory system from neo-cortical structures
becomes inhibited by an increase in the activity of the thalamic and
limbic nuclei. Hence, it is plausible that during the expression of TI
responses, the ACC is also inhibited and permitting the influence of
the inhibitory system in the brainstem that is directly implicated
in the maintenance of TI episodes. In the present study, the ACC
was stimulated by DLH microinjection. Based on the arguments
described above, a reduction in the duration of TI episodes was
expected.

Another potential explanation for the reduction of the TI
response by DLH microinjection in ACC is the possible activation of
circuitry directly implicated in vigorous defence responses. Accord-
ing to An et al. [2], Floyd et al. [17] and Shipley et al. [47] there
are robust efferences from the ACC to the lateral and dorsal PAG.
These regions have been considered as the final common pathway
to active strategies of defensive responses, since the electrical and
chemical stimulus clearly evoke responses of fight and flight in cats
andrats[1,3,7,10,52]. Furthermore, it has been described that dPAG
stimulation triggers activation of descending pathways that travels
toimportant areas that are considered essential for mediating auto-
nomic and somatomotor responses of active defence behaviour
[27]. Thus, it is reasonable to consider the possibility that at least a
portion of the contribution of the ACC in several defence responses
may be affected by recruitment of dPAG neurons. According to
Keay and Bandler [27], the ACC and the dPAG are present in the
same system, which is mainly activated when an individual is faced
with aversive situations without physical contact—“psychological
stress”.

Considering the Tl response, the ACC and dPAG also seem to con-
stitute the same neural network. The stimulation of both the ACC
(current study) and dPAG [42] using the DLH (30 nmol) microinjec-
tion reduces TI episodes in guinea pigs. Moreover, as previously
mentioned, the microinjection of an NMDA receptor antagonist
into the dPAG blocks the decrease of TI duration produced by DLH
microinjection in the ACC. Retrograde trace techniques combined
with immunohistochemical staining for glutamate have demon-
strated that the cingulate cortex sends one of the most robust
projections of EAA to the dPAG [5]. These data suggest that the dPAG
may be involved in the modulation of the behavioural responses
triggered by the ACC. Vocalisation responses, for example, elicited
by electrical stimulation of the ACC, may be abolished by adminis-
tration of an NMDA antagonist into the PAG [31].

Since the dPAG is activated by ACC stimulation, it is reasonable
to hypothesise that it contributes to diminishing the TI response
by recruiting the more caudal substrates in the medullary region,
such as the nucleus raphe magnus (NRM), for instance. It has
been reported that descending projections to the lower brainstem
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provide the essential substrates for PAG-mediated active coping
strategies [27]. Moreover, Da Silva and Menescal-de-Oliveira [13]
showed that the stimulation of the NRM by carbachol, a choliner-
gic agonist, is capable of diminishing the TI response. According to
Beitz [4], EAA microinjection into the rat PAG releases EAA in the
NRM by a PAG-NRM pathway. Furthermore, a review by Keay and
Bandler [27] suggests that the PAG-NRM pathway regulates several
autonomic and somatomotor responses present in various defen-
sive behaviours. This regulation may be achieved by activation of
distinct neuronal populations within the NRM, or by inhibitory or
excitatory effects of different neurotransmitters released into this
nucleus.

Although activation of the dPAG promoted by stimulation of the
ACCmight have been effected via direct connections between these
two neural substrates [2,17,31,47,54], we should not dismiss the
possibility that this action occurs by indirect pathways. According
to Devinsky et al. [15], the ACC, PAG and the amygdaloid complex
are included in the same neural network - the rostral limbic system
- that is involved in the modulation of several functions. In addi-
tion, several studies have shown direct neural connections from
the ACC to the basolateral amygdala nucleus [9,21] and between
the basolateral amygdala nucleus to the dPAG [2]. Leite-Panissi et
al. [33] demonstrated that stimulation of the serotonergic baso-
lateral amygdala nucleus is also capable of decreasing TI episodes.
Taken together, this evidence supports the notion that the effect
produced by stimulation of the ACC on the Tl response depends on
the integrity of neurons from the dPAG, which may be mobilised
directly and/or by means of another nucleus, such as the basolateral
amygdala, for example.

Interestingly, Mobss et al. [37] and Maren [34] showed that
distant aversive stimuli are capable of increasing ACC activity in
humans and rats. Moreover, Thompson et al. [51] and Gallup et al.
[19,20] suggested that the perception of predator withdrawal con-
stitutes an important stimulus for disrupting the TI response. In
the present study, we demonstrated that ACC stimulation by DLH
microinjection diminishes the TI duration. Taken together these
data provide support for the idea that the perception of predator
withdrawal may contribute to activation of the ACC in the prey dur-
ing expression of the TI response. This possible activation may be
important for earlier disruption of the TI response and for achiev-
ing a possible escape response. Within this context, the NMDA
receptors in the ACC and dPAG may be relevant, since blocking
them using previous MK-801 microinjection prevents the effect
produced by DLH stimulation in the ACC.

The current research demonstrated that DLH microinjection in
the ACCreduces the Tl duration in guinea pigs. This effect is blocked
by previous administration of the NMDA receptor antagonist, MK-
801, in the ACC or in the dPAG. These results provide new insights
into the existence of glutamatergic activity in the ACC that is capa-
ble of modulating the TI response by means of NMDA receptors in
this structure. In addition, this modulation appears to be dependent
on direct or indirect glutamatergic connections with the dPAG that
act by NMDA receptors present in this substrate.
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