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RESUMO

A percepgdo da dor e as mudangas comportamentais esperadas Sao
influenciadas por processos sensoriais, cognitivos e emocionais que
surgem do contexto no qual a experiéncia dolorosa esta inserida. Neste
cenario, a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) é uma
estrutura fundamental no processamento de estratégias de enfrentamento
a diferentes tipos de estresse, como ameaca do ambiente externo e dor. A
natureza do estressor e o tipo de resposta emocional a ele (medo ou
ansiedade) desempenham um papel fundamental para a SCPd produzir
analgesia ou hiperalgesia. O tratamento da SCPd com glicina causa
hiperalgesia no teste de formalina na pata, o que pode estar relacionado a
modulagdo da nocicepcdo pela SCPd de acordo a demanda atencional
gerada pelo foco estressor. Comportamentos nocifensivos variam em
sensibilidade & modulacéo pela atencdo dependendo do nivel do sistema
nervoso central (SNC) que medeia a resposta comportamental, neste
sentido, o comportamento de morder/lamber a pata estd vinculado a
componentes atencionais da dor induzida por formalina. Neste trabalho,
glicina, um co-agonista do complexo receptor NMDA/GLY-B foi
microinjetada na SCPd no contexto neutro e no aversivo. No contexto
neutro, glicina intra-SCPd aumentou o tempo de manifestagdo
comportamental de morder/lamber. Este efeito hipernociceptivo da
glicina intra-SCPd foi revertido no contexto aversivo. Manipulacfes
farmacoldgicas, por via intratecal, com 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
ioimbina ou prazosina, sugerem o envolvimento bidirecional de proje¢des
noradrenérgicas descendentes nos efeitos da SCPd, sensibilizada ou ndo
por glicina, sobre a nocicep¢do que parecem estar relacionadas com a
aversividade do contexto e a fase do teste de formalina. Na fase Il A do
teste algesimétrico, prazosina, antagonista de receptores ai-adrenérgicos,
inibiu a facilitacdo da dor (morder/lamber) induzida por glicina intra-
SCPd e aumentou o reflexo nociceptivo (levantar a pata) no contexto
neutro. A administracdo intratecal de 6-OHDA reverteu a analgesia
induzida pelo contexto aversivo, sem requerer a sensibilizacdo da SCPd
com glicina. loimbina por via intratecal evidenciou a participacdo de
receptores ap-adrenérgicos espinais nesta acdo. Na fase Il B do teste de
formalina na pata, a injecdo intratecal da de 6-OHDA ou de ioimbina
previamente & microinjecdo de glicina na SCPd promoveu um aumento
no tempo gasto no comportamento de morder/lamber. Em relagdo ao
comportamento de congelamento contextualmente induzido, ioimbina
per se reduziu tal manifestacdo comportamental. Microinjecéo de glicina
na SCPd, independente do tratamento intratecal, também diminuiu o



tempo de expressdo do comportamento de congelamento, mas nao
prejudicou a expressdo de analgesia induzida por estresse condicionado.
Considerando que a SCPd é uma area de integragdo atencional/emocional
e de modulacdo da dor, nossos resultados sugerem que a sensibilizacéo
da SCPd com glicina e a re-exposicao ao contexto aversivo influencia a
geracdo de um estado emocional que demanda a atencdo para a fonte
aversiva mais ameagadora em um determinado momento, resultando em
reversdo do efeito hipernociceptivo eliciado pela glicina intra-SCPd no
contexto neutro. Mecanismos noradrenérgicos espinais parecem
participar sinergisticamente com a glicina intra-SCPd, dependendo da
aversividade do contexto e da fase do teste de formalina.

Palavras-chave: SCPd. Atencdo. Contexto. Glicina. Estresse. Facilitacdo
da dor. Inibicdo da dor. Sistema noradrenérgico descendente.



ABSTRACT

Pain perception and the expected behavior changes are influenced by
sensory, cognitive and emotional processes that arise from the context in
which painful experience is inserted. In this scenario, dorsal
periaqueductal gray matter (dPAG) is a fundamental structure in the
processing coping strategies to different types of stress, such as the threat
of the external environment and pain. The nature of the stressor and the
type of emotional response to it (fear or anxiety) play a key role for dPAG
to produce analgesia or hyperalgesia. The treatment of dPAG with glycine
causes hyperalgesia in the formalin test, which may be related to the
modulation of nociception by dPAG according to the attentional demand
generated by the stressor focus. Nocifensive behaviors vary in sensitivity
to modulation by attention depending on the level of the central nervous
system (CNS) that mediates the behavioral response, in this sense, biting
/ licking behavior is linked to attentional components of formalin-induced
pain. Here, glycine, a co-agonist of the NMDA / GLY-B receptor
complex, was microinjected into the dPAG in the neutral and aversive
context. In the neutral context, intra-dPAG glycine increased the time of
biting / licking. This hypernociceptive effect of glycine into the dPAG
was reversed in the aversive context. Intrathecal pharmacological
manipulations with 6-hydroxydopamine (6-OHDA), yohimbine or
prazosin, suggested a bidirectional involvement of the descending
noradrenergic projections on the effects of dPAG, sensitized or not by
glycine, in nociception, which seemed to be related to the aversivity of
context and the formalin test phase. In phase Il A of the algesimetric test,
prazosin, as-adrenergic receptor antagonist, inhibited intra-dPAG
glycine-induced hipernociception  (biting/licking) and increased
nociceptive reflex (paw lift) in the neutral context. Intrathecal
administration of 6-OHDA reversed aversive context-induced analgesia,
without requiring dPAG sensitization with glycine. loimbine intrathecal
evidenced the participation of ap-adrenergic spinal receptors in this
action. In phase Il B of the formalin test, intrathecal injection of 6-OHDA
or yohimbine prior intra-dPAG microinjection of glycine caused an
increase in the time spent of the biting / licking behavior. Regarding the
contextually-induced freezing behavior, yohimbine per se reduced such
behavioral manifestation. Intra-dPAG microinjection of glycine,
regardless of intrathecal treatment, also decreased expression of the
freezing behavior, but did not affect the expression of conditioned stress-
induced analgesia. Considering that dPAG is an area of attentional /
emotional integration and pain modulation, our results suggest that dPAG



sensitization with glycine and the re-exposure to the aversive context
generated an emotional state that demanded the animal attention to the
more threatening aversive source at the moment, resulting in reversal of
hypernociception elicited by glycine intra-dPAG in a neutral context.
Spinal noradrenergic mechanisms seems to participate synergistically
with intra-dPAG glycine depending on the aversivity of the context and
the phase of the formalin test.

Keywords: dPAG. Attention. Context. Glycine. Stress. Pain facilitation.
Pain inhibition. Descending noradrenergic system.
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1 INTRODUCAO
1.1 UMA BREVE APRECIACAO SOBRE DOR E NOCICEPCAO

A dor é distinta dos outros sentidos classicos, porque é
multidimensional. Cabem a dor uma sensacdo de discriminagdo, uma
motivacao afetiva, uma potente unidade autbnoma e uma estimulagéo
motora reflexiva (CRAIG, 2003). Devido a sua caracteristica aversiva, a
dor também pode servir como um sinal de aprendizado aversivo
(FIELDS, 1999; JOHANSEN, FIELDS, 2004; JOHANSEN et al., 2010),
que permite aprender quais tipos de acdes devem ser evitadas para
beneficio do préprio individuo (EIPPERT, TRACEY, 2014).

A dor €, por conseguinte, uma experiéncia altamente subjetiva,
definida por Merskey (1979) como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial,
ou descrito em termos de tal dano”. Defini¢do que foi entdo adotada pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (I.A.S.P.) e permanece até
os dias atuais. J& a nocicepcéo, devido a ativacdo de receptores sensoriais
seletivos (0s nociceptores) que detectam a presenca de um estimulo
potencialmente nocivo, é apenas parte da experiéncia total de dor (DE
FELICE, OSSIPOV, 2016), trata-se de um termo neurofisiologico para
descrever processos de codificacdo e processamento do estimulo nocivo
(LOESER, TREEDE, 2008).

Dor e nocicep¢do podem ser processos ndo necessariamente
dependentes, uma podendo ocorrer sem a outra. Nem todo estimulo
nocivo que ativa 0s nociceptores resulta necessariamente em uma
experiéncia dolorosa. O estado emocional e atencional do individuo, as
expectativas em relacdo a dor e seu tratamento e o contexto no qual ocorre
a experiéncia dolorosa explicam porque individuos percebem a dor
diferencialmente mesmo na presenca de estimulos nocicepivos similares.
Essa variabilidade reforga a existéncia de mecanismos enddgenos que
modulam a experiéncia de dor (FAIRHURST et al, 2012;
SCHWEINHARDT, BUSHNELL, 2010; DE FELICE, OSSIPOV, 2016).
Estudos também mostram que uma experiéncia dolorosa pode ocorrer
sem um estimulo nociceptivo primério (EISENBERGER, LIEBERMAN,
WILLIAMS, 2003; DERBYSHIRE et al., 2004; SINGER et al., 2004;
RAWJ et al., 2005), por exemplo, a observagao de outro individuo sentindo
dor pode ativar regibes cerebrais relacionadas a dor fisica (LAMM,
DECETY, SINGER, 2011), sendo esta ativacdo mais proeminente
guando se observa um ente querido ao invés de um estranho (CHENG et
al., 2010). Porém, apesar de a nocicepcdo ndo ser necessaria nem
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suficiente para a dor, ela é requerida para respostas autonémicas e
reflexivas que sdo essenciais para a sobrevivéncia (LEE, TRACEY,
2013).

A dor, a despeito de sua valéncia geralmente aversiva, é benéfica
para a sobrevivéncia, funcionando como um sistema de alarme embutido,
alertando sobre uma leséo tecidual direta ou iminente, tendo o propdsito
de motivar decisdes, conduzindo a acdo e a mudanga de comportamento
(EIPPERT, TRACEY, 2014).

E evidente que alguns componentes da experiéncia de dor podem
ser Unicos aos humanos e assim ndo serem acessiveis em testes animais
de nocicepcdo. Porém, apesar de um animal ndo humano ndo poder
verbalizar o que esta sentindo, a forma como ele se comporta pode dizer
muito sobre seu estado mental, assim a dor, como experiéncia subjetiva,
pode ser inferida a partir de um comportamento nocifensivo.

1.2 AS DIFERENTES DIMENSOES DA DOR E SUA MODULAGAO

A ideia de que a dor pode ser gerada no cérebro remonta tempos
imemoriais. No século V a. C., Hip6crates declarou que a dor, como toda
a consciéncia, deve emergir da atividade cerebral (ADAMS, 2009).
Porém estudos iniciais que focalizaram a regido cortical mostraram pouco
consenso sobre o envolvimento cerebral no processamento da dor. No
inicio do século XX, Head e Holmes observaram individuos com
ferimentos de guerra e concluiram que o cortex cerebral desempenhava
apenas um papel minimo na percepcdo da dor (HEAD, HOLMES, 1911).
Penfield e Boldrey chegaram a uma conclusdo semelhante quando
descobriram que pacientes raramente relatavam sensacdo de dor quando
em estimulacdo elétrica de seu cortex cerebral durante cirurgia para
remover focos de crises epilépticas (PENFIELD, BOLDREY, 1937).

No entanto, as observacGes de Beecher em 1946, reascenderam a
discusséo a respeito do papel da atividade cerebral na modulacdo da dor,
ao relatar uma notavel atenuacdo da dor experimentada por soldados em
situacdo de combate, mas que reagiam fortemente ao menor procedimento
doloroso quando eles voltaram para casa (BEECHER, 1946).

O fato de 0 mesmo estimulo poder ser experimentado como nocivo
em uma situacdo e indcuo em outra e para abordar a variabilidade na
percepcdo da dor, Melzack e Wall propuseram um “portao” hipotético
dentro do corno dorsal da medula espinal (ou seja, teoria do controle do
portdo), que poderia regular o fluxo de informacdo nociceptiva da
periferia para o cérebro. A teoria desses pesquisadores teria incluido
processos psicoldgicos (controles centrais) que emanam de centros
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superiores do cérebro que poderiam funcionalmente “fechar o portdo"
através de vias descendentes, modulando assim a dor (MELZACK,
WALL, 1965).

Finalmente, a primeira evidéncia de que o cérebro poderia
influenciar a dor foi apresentada ap6s a estimulacéo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) de ratos (REYNOLDS, 1969), uma
estrutura mesencefalica que circunda o aqueduto cerebral, exceto na parte
ventral deste (BENARROCH, 2012). Este procedimento ndo produziu
qualquer sinal comportamental manifesto de angustia para um estimulo
nocivo (REYNOLDS, 1969), durante a estimulacdo o0s animais
permanecem alertas e ativos e a maioria das respostas aos estimulos
ambientais ndo mudam, no entanto, respostas esperadas ao estimulo
nocivo, como orientagdo, vocalizagdo e fuga estdo ausentes
(HEINRICHER, FIELDS, 2013).

A demonstracdo de que a analgesia produzida por estimulagio
também pode ser induzida em humanos foi um grande avango para a
compreensdo dessa funcdo modulatéria do sistema nervoso central
(SNC). Como em animais ndo humanos, a analgesia produzida por
estimulacdo pode ser provocada por estimulacdo elétrica da SCP e de
modo semelhante, a fungdo motora ndo é afetada e os individuos relatam
analgesia (BOIVIE, MEYERSON, 1982). Embora este procedimento seja
raramente realizado atualmente, a especificidade do efeito analgésico e 0
fato da analgesia ser induzida em regides cerebrais discretas que sdo
homdlogas a uma variedade de espécies, reforgca a importancia bioldgica
da modulacdo da dor (HEINRICHER, FIELDS, 2013).

Pesquisas posteriores demonstraram que a SCP é parte de um
circuito central que controla a transmissao nociceptiva ao nivel do corno
dorsal da medula espinal por meio de uma estacao intermediéria, a por¢do
rostral da regido ventromedial do bulbo (RVM) (BASBAUM, FIELDS,
1984; JONES, GEBHART, 1988).

A observacao feita em estudos iniciais sobre a analgesia produzida
por estimulacéo elétrica da SCP (e posteriormente do RVM por MAYER,
PRICE, 1976) e o posterior reconhecimento de que o sistema SCP-RVM
€ recrutado para agdes de analgesia induzida por opioides,
estigmatizaram, por um tempo, a SCP como um sitio de controle
inibitério da dor. Pesquisas das décadas de 1970 e 1980 revelaram
influéncias inibitérias de sitios do mesencéfalo, como a SCP, regides da
Ponte e do RVM (FIELDS et al., 2006; HEINRICHER, INGRAM, 2008,
para revisdo), focalizando sobre o papel de analgesia endégena em
estados de estresse extremo, por exemplo (BOLLES, FANSELOW,
1980). No entanto, desde o inicio da década de 1990, um ndmero
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crescente de estudos tem revelado que o Sistema SCP-RVM também pode
facilitar a transmissdo espinal da nocicep¢do (PORRO, CAVAZZUTI,
1993; GEBHART, 1999; URBAN, GEBHART, 1999; PERTOVAARA,
2000; PORRECA et al., 2002). Estudos funcionais tém cada vez mais
evidenciado que a facilitagdo da dor corresponde a maior parte dessa
funcdo modulatdria do tronco encefalico (PORRECA et al., 2002;
HEINRICHER et al., 2009).

Muitos desses estudos iniciais sobre estruturas do SNC envolvidas
na modulacdo da dor eram restritos a pesquisa em animais ndo humanos
devido a caracteristica invasiva dos procedimentos. Eram utilizadas
técnicas de transeccdo da medula espinal, lesdo cerebral, estimulacéo
elétrica ou quimica de areas localizadas do cérebro. O surgimento de
técnicas de  neuroimagem em  humanos, por exemplo,
magnetoencefalografia (MEG), tomografia por emissdo de positrons
(TEP) e ressonancia magnética funcional (RMf) criou oportunidades de
estudar as bases neurais e a modulacdo psicolégica da dor em humanos
de modo néo invasivo (LINNMAN et al., 2012).

Vaérias areas corticais e subcorticais sdo ativadas pela dor, entre
elas, regiGes sensoriais, limbicas e associativas. O talamo, os cortices
somatossensorial primario (SI) e secundario (Sll), a insula, o nicleo
accumbens, a amigdala e o cortex cingulado anterior (CCA) séo os locais
cerebrais primarios ativados durante uma experiéncia de dor aguda
(BUSHNELL, APKARIAN, 2005; KNUDSEN et al, 2011; LEE;
TRACEY, 2013). Outras regides cerebrais sdo ativadas em fungéo do
controle enddgeno da dor, em particular, a SCP, 0 RVM e o0 Tegmento
Pontino Dorsolateral (DLPT) (MILLAN, 2002; KNUDSEN et al., 2011;
LEE, TRACEY, 2013).

A ativacdo neural destas &reas é consistente com estudos
anatdmicos e eletrofisiolégicos que mostram possivel conectividade
nociceptiva aferente para estas regides (FRIEDMAN et al., 1986;
RAUSELL, JONES, 1991; CRAIG, DOSTROVSKY, 1991; SAAB,
WILLIS, 2003; APKARIAN et al., 2005; DUM, LEVINTHAL, STRICK
2009). O nicleo accumbens e a amigdala (BECERRA et al., 2001;
BALIKI et al., 2010) provavelmente recebem entrada nociceptiva através
de projecbes espinoparabraqueoamidaloides (BERNARD et al., 1996),
por exemplo, ja a SCP recebe entrada nociceptiva através de vias
espinorreticulares (DUNCKLEY et al., 2005).

Como seria esperado, as Vérias regides cerebrais e as diferentes
vias nociceptivas sdo importantes para diferentes aspectos da experiéncia
de dor. A dor envolve um componente sensorial que permite classifica-la
guanto a qualidade, a duracéo e a intensidade, além de permitir localizar
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e discriminar o estimulo nociceptivo. Estudos de neuroimagem tém
revelado que a codificacdo da informacao dessas caracteristicas sensoriais
é realizada pelos cdrtices somatossensorial primario e secundario (Sl e
SIl) (KENSHALO, ISENSEE, 1983; KENSHALO et al., 1988;
CHUDLER et al.,1990; PLONER, FREUND, SCHNITZLER, 1999;
GREENSPAN. LEE, LENZ, 1999). Outras regifes como o tdlamo e a
regido posterior da insula também constituem a base sensorial da
experiéncia dolorosa (BUSHNELL, APKARIAN, 2005).

No entanto, o que faz da dor uma percep¢do dispar é o qudo
desagradavel ela pode ser, ou seja, o 6nus do carater emocional da
experiéncia. Enquanto a intensidade da dor reflete um julgamento sobre
a magnitude do estimulo nociceptivo, o desagrado da dor condiz ao seu
construto aversivo que reflete o significado motivacional e
comportamental do estimulo (PRICE, 2000). E o desagrado da dor que
motiva o individuo a se engajar em um comportamento, que o impulsiona
a desenvolver uma estratégia para minimizar a valéncia negativa
geralmente associada a dor, e dependendo da circunstancia, isso pode
significar ficar imovel ou voltar & atencéo para a fonte nociceptiva.

Dentre as areas cerebrais que medeiam esses aspectos
afetivos/motivacionais da dor estdo o cértex cingulado anterior (CCA), o
cortex pré-frontal (CPF), a regido anterior da insula, a amigdala e a SCP
(KNUDSEN et al., 2011).

1.3. A SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL COMO
INTEGRADORA ATENCIONAL E EMOCIONAL NA
MODULACAO DA DOR

Condizente com sua natureza afetiva-motivacional, a dor é
significativamente influenciada pelo contexto em que ocorre, pelo estado
cognitivo e emocional do individuo e por memorias de experiéncias
dolorosas passadas (PRICE, 2000; VILLEMURE BUSHNELL, 2002,
ROY, PERETZ, RAINVILLE, 2008; ROY et al., 2011; BUSHNELL,
CEKO, LOW, 2013; DE FELICE, OSSIPOV, 2016). A resposta
comportamental para um evento nocivo é modificada de acordo com o
que é apropriado ou possivel em uma situagdo particular (TRACEY,
2008), assim, a percepcdo de dor é inerentemente variavel entre 0s
individuos e até pelo mesmo individuo o que pode conduzir a diferentes
manifesta¢des comportamentais.

A modificagdo de respostas neurais, autondmicas e
comportamentais a dor por fatores emocionais e cognitivos resulta da
acdo de redes neurais do SNC que modulam a transmissao da informacéo



32

nociceptiva no corno dorsal da medula espinal (HEINRICHER, FIELDS,
2013). A SCP desempenha um papel fundamental nesse cenario, uma vez
gue constitui uma verdadeira interface anatdbmica e funcional entre o
prosencéfalo, o tronco encefalico inferior e as vias nociceptivas
ascendentes, modulando tanto a informag&o nociceptiva que provém da
medula espinal quanto integrando areas cerebrais que atendem ao
componente afetivo-motivacional da dor (BENARROCH, 2012), sendo
considerada um sitio crucial para o processamento de estratégias de
enfrentamento a diferentes tipos de estresse, como ameaca do ambiente
externo e dor (BANDLER, SHIPLEY, 1994).

A SCP modula a transmissdo nociceptiva espinal através de suas
conexdes com outros nicleos do tronco encefélico, incluindo a porgdo
rostral da regido ventromedial do bulbo (RVM) e o tegmento pontino
dorsolateral (DLPT) (Fig. 1) (BASBAUM, FIELDS, 1978; OSSIPQOV,
DUSSOR, PORRECA, 2010). Este sistema envolve principalmente
opioides enddgenos, noradrenalina e serotonina.

Eferentes do CCA, CPF, insula, amigdala e hipotalamo alcancam
a SCP, sugerindo que o contexto emocional, o estado de atencdo e
expectativas podem alterar as interacbes entre essas estruturas
modulatorias da experiéncia dolorosa e assim inibir ou facilitar a dor (DE
FELICE, OSSIPOV, 2016).
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Figura 1. Sistema descendente modulatério da dor de humanos. Cortex
cingulado anterior (CCA), insula e amigdala ativam projecfes para a Substancia
Cinzenta Periaquedutal (SCP). A SCP modula a transmissao nociceptiva no corno
dorsal da medula espinal através de conexdes no RVM (por¢do rostral da regido
ventromedial do bulbo) e no tegmento pontino dorsolateral (DLPT). O RVM
contém neurdnios serotonérgicos e ndo serotonérgicos, 0s quais se projetam
diretamente para o corno dorsal, 0 DLPT projeta neurdnios noradrenérgicos para
0 RVM e para o corno dorsal. A SCP exerce influéncia bimodulatoria sobre a
nocicepgdo, ou seja, pré ou antinociceptiva, como indicado por +/-
respectivamente (Adaptado de TRACEY , MANTYH, 2007).
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1.3.1 Heterogeneidade da SCP

A SCP néo é uma estrutura homogénea e essa ideia emergiu a mais
de quatro décadas (HAMILTON, 1973). Experimentos iniciais que
utilizaram a microinje¢do de aminoacidos excitatorios na SCP
(BANDLER, 1982, 1988; HILTON, REDFERN, 1986; KREIGER,
GRAEFF, 1985) combinados com tragado retrégrado e anterogrado de
substancias (WIBERG et al., 1987; BLOMQVIST, CRAIG, 1991,
CAMERON et al., 1995; KEAY et al., 1997) revelaram que essa
estrutura tem um grau peculiar de organizacdo anatémica e funcional na
forma de diferentes colunas neuronais que se estendem por variadas
distdncias ao longo do seu eixo rostro-caudal. Sdo as colunas
dorsomedial, dorsolateral, ventrolateral e lateral, como ilustrado na
Figura 2. Essas regifes sdo distintas quanto a imunorreatividade,
densidade de receptores, conexfes e, consequentemente, fungdes
(BANDLER, CARRIVE, ZHANG, 1991; BANDLER, SHIPLEY, 1994;
BANDLER et al, 2000; KEAY, BANDLER, 2002; GROSS,
CANTERAS, 2012 para revisdo; BORELLI et al., 2013).

Estudos que utilizaram microestimulagdo quimica indicaram que
as diferentes colunas da SCP organizam diferentes estratégias de
enfrentamento a dor e a outros estressores (BANDLER; SHIPLEY, 1994;
BANDLER et al., 2000, KEAY, BANDLER, 2002; HEINRICHER, et
al., 2009). Estratégias de enfrentamento sdo geralmente relacionadas a
natureza da fonte de estresse, se é escapavel ou inescapavel (BANDLER
et al., 2000). Por exemplo, microinjecBes de aminoacidos excitatdrios na
coluna ventrolateral da SCP (SCPvl) de ratos e gatos, provocam
bradicardia, hipotenséo, cessacdo das atividades em curso (quiescéncia) e
diminuicdo da reponsividade a estimulos ambientais (hipoatividade).
Além disso, essas reacOes foram associadas a reducdo na responsividade
a estimulos nocivos (hiponocicepcdo) mediada por opioides. Tal
repertorio pode atender a estratégias de enfrentamento passivas
condizentes a presenca de um estressor do qual ndo se pode fugir, como
uma lesdo traumatica severa, por exemplo (BANDLER, SHIPLEY, 1994,
BANDLER et al., 2000). Por outro lado, microinje¢fes de aminoacidos
excitatorios nas colunas dorsolateral e lateral da SCP (SCPdl e SCPI)
produzem, em ratos e gatos, taquicardia, hipertenséo, reagdes de “luta ou
fuga” e hiponocicep¢do ndo mediada por opioides, consideradas
estratégias ativas de enfrentamento a uma ameaca escapavel, da qual se
pode fugir (BANDLER, SHIPLEY, 1994; BANDLER et al., 2000). No
entanto, um estudo recente de estimulacdo cerebral profunda em
humanos, apresentou evidéncias diretas que a SCPd (que corresponde as
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colunas dorsomedial e dorsolateral da SCP) pode causar analgesia por
mecanismos opioidérgicos (PEREIRA et al., 2013).

Rostral

Caudal

Figura 2. llustragdo esquematica das subdivisdes da SCP de ratos, a partir
de seu eixo rostro-caudal. dm, dorsomedial, dl, dorsolateral, |, lateral, vl,
ventrolateral (Adaptado de LINNMAN et al., 2012).

A hiponocicepcdo mediada por opioides associada a ativacdo da
SCPvl, que tem um perfil temporal duradouro, pode fomentar a
recuperacdo e a cura durante um periodo de imobilidade apds lesdo. A
hiponocicepgdo ndo mediada por opioides associada & SCPdl e a SCPI,
tem um curto periodo de duracéo, e pode atender a fungéo de inibicdo de
comportamentos reflexos incompativeis com estratégias de defesa ativas
(ZHANG et al., 1994; BANDLER, SHIPLEY, 1994; LUMB, 2004), por
exemplo, reflexos de retirada e reflexos orofaciais direcionados a fonte
nociceptiva.

Assim como outros animais, humanos reagem com diferentes
estratégias de enfrentamento emocional para estressores "escapaveis"” ou
"inescapaveis" e ha também segregacéo das diferentes colunas da SCP na
mobilizacdo de diferentes circuitos do SNC que s&o ativados de acordo
com a natureza do estimulo. As estratégias ativas, ocorrem, por exemplo,
na presenca de dor cutanea de curta duracdo e estdo associadas a ativacéo
motora e simpatica. Ja o estresse inescapavel, como a dor somatica ou
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visceral profunda, gera estratégias emocionais passivas de enfrentamento
(BENARROCH, 2012), como bradicardia e hipotensdo, corroborando a
sugestdo de que a SCPvl pode estar associada a reducdo da dor
envolvendo atividade parassimpética vagal (PEREIRA et al., 2013).

As caracteristicas funcionais distintas das diferentes colunas da
SCP também sdo evidenciadas na elaboracéao de estratégias para lidar com
outros estressores, além da dor. BORELLI e colaboradores (2013)
apresentaram um papel diferencial do fator de liberacdo de corticotropina
(CRF) exdgeno sobre as colunas ventrolateral e dorsal da SCP na
modulacdo da expressdo de comportamentos relacionados ao medo
condicionado. Os pesquisadores concluiram que regides dorsais da SCP
parecem estar envolvidas na expressio de comportamentos
incondicionados, enquanto respostas comportamentais condicionadas
defensivas parecem recrutar a parte ventral (SCPvl) desta estrutura
mesencefalica (BORELLI et al., 2013).

De fato, a literatura sobre os distintos sistemas neurais envolvidos
nos diferentes tipos de medo (CANTERAS et al., 2012; GROSS,
CANTERAS, 2012 para revisdo) reforca a existéncia de uma
especializagdo na mobilizacdo diferencial das colunas da SCP para
organizar respostas defensivas a diferentes classes de ameaga. Medo da
dor, medo de predadores e medo de individuos agressivos da mesma
espécie sdo processados em vias neuronais independentes que incluem
diferentes nlcleos da amigdala, do hipotalamo e distintas colunas da SCP.
Por exemplo, pistas contextuais que estdo associadas ao estimulo
doloroso (como choques elétricos) ativam a CeA para induzir
comportamentos defensivos através da coluna ventrolateral da SCP
(SCPvI), enquanto estimulos de ameaca predatéria que eliciam respostas
de medo inato ativam a amigdala lateral (LA), a regido posterior da
amigdala basomedial (pBMA), a porcdo posteroventral da amigdala
medial (pvyMEA), a regido dorsomedial do hipotdlamo ventromedial
(dmVMH), a porcéo ventrolateral do ntcleo pré-mamilar dorsal (vVIPMD)
e a coluna dorsolateral da SCP (SCPdl). O medo de coespecificos
agressivos (medo inato) envolve outra via amigdalar-hipotalamica, que
constitui a regido posterodorsal da amigdala medial (pdMEA), a por¢do
ventrolateral do hipotdlamo ventromedial (vIVMH), a porgéo
dorsomedial do nicleo pré-mamilar dorsal (dmPMD) e a coluna
dorsomedial da SCP (SCPdm) (CANTERAS et al., 2012; GROSS,
CANTERAS, 2012 para revisao).

Adicionalmente a estas evidéncias anatdmicas, estudos com
abordagem farmacolégica (MENDES-GOMES, AMARAL, NUNES-
DE-SOUZA, 2011) evidenciam a segregac¢do de func¢bes (como ansiedade
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e dor) dentro da SCP, de uma forma dependente do contexto (ligado a
natureza do estimulo ameagador). Os pesquisadores usaram NMDA para
lesar a SCPvI e verificaram que esta regido é importante para a modulagédo
da nocicepcdo ao estimulo inescapavel formalina, mas ndo é relevante
para certas reacdes defensivas e para a antinocicep¢do induzida pelo
contexto aversivo. Os resultados estdo relacionados, de fato, a natureza
do ambiente ameacador, o labirinto em cruz elevado (LCE), um estimulo
aversivo incondicionado. De fato, a expressdo de comportamentos
defensivos incondicionados requer a coluna dorsal e ndo a ventrolateral
da SCP, como ja discutido.

As diferentes colunas da SCP recebem também projecoes
segregadas funcionalmente também a partir de vias nociceptivas da
medula espinal. As colunas lateral e dorsolateral, por exemplo, recebem
entradas somatotopicamente organizadas a partir de nociceptores
superficiais (principalmente do tipo Ad) retransmitidas pela lamina
superficial do corno dorsal da medula espinal. Em contraste, a coluna
ventrolateral da SCP recebe entrada convergente tanto do corno dorsal
superficial como do profundo, retransmitindo informacfes aferentes
nociceptivas de nociceptores cutaneos (fibras C), viscerais e musculares,
bem como da medula espinal sacral (BANDLER et al., 2000; KEAY;
BANDLER, 2002; LUMB, 2004; PARRY et al., 2008).

A heterogeneidade da SCP também se estende as projecOes para 0s
nucleos pontinobulbares, especialmente no que se refere as eferéncias da
SCPdl e da SCPvl. Por exemplo, em ratos, a SCPdl projeta-se
preferencialmente para o locus coeruleus (LC), regido do grupo de células
noradrenérgicas A7, nlcleo gigantocellular pars-alpha, parte rostral do
nucleo paragigantocellular (localizados no DLPT) e regido do grupo de
células noradrenérgicas A5 (na regido ventrolateral do bulbo, VLM),
enquanto a SCPvIl apresenta, predominantemente, projecdes para o nlcleo
magno da rafe (NMR), a parte caudal do nicleo paragigantocellular
lateral e 0 nucleo reticular rostroventrolateral (CAMERON, et al., 1995).

O uso de técnicas neuroimagem funcional da SCP humana e outras
areas cerebrais correlacionadas podem reforcar a existéncia de um padréo
semelhante de segregacdo de funcional dentro desta estrutura
mesencefalica, como observado em estudos em animais (LINNMAN, et
al,, 2012). Um estudo recente, que utilizou RMf para analisar a
conectividade funcional das colunas dorsolateral e ventrolateral da SCP
humana (COLOUMBE et al., 2016), veio a colaborar em grande parte,
com os resultados das pesquisas de segregacao anatdmica das subdivisdes
da SCP em animais. Segundo os autores, a SCPdl ndo apresenta
conectividade funcional com o tronco encefélico inferior, sendo que a
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conectividade das subregiGes da SCP com o bulbo parece ser especifica
da SCPvl (COLOUMBE et al., 2016). Esse ultimo achado contradiz, em
parte, dados primordiais provenientes de pesquisas com primatas ndo
humanos, que mostravam que todas as colunas da SCP se dirigiam ao
tronco encefalico inferior, exceto a SCPdI (MANTYH, 1983).

A importancia de diferenciacdo da SCP ao longo do seu eixo
longitudinal ou rostro-caudal (BANDLER, DEPAULIS, 1991;
BANDLER et al., 2000) também tem sido bastante difundida. Em um
estudo de estimulacdo profunda do cérebro humano, que reforca o
conhecimento sobre a modulacéo diferencial da dor pelas por¢des ventral
e dorsal da SCP através dos sistemas parassimpatico e simpatico,
respectivamente, posicionou eletrodos na parte mais rostral da SCP
(PEREIRA et al., 2010), onde os efeitos nociceptivos podem ser menos
pronunciados do que os observados mais caudalmente em estudos
animais de analgesia induzida por estimulacdo (BEHBEHANI, 1995).
Porém, uma recente meta-analise de dados de neuroimagem sugere que
areas de processamento da dor na SCP humana parecem estar localizadas
mais rostralmente nessa estrutura (LINNMAN et al., 2012).

Alguns pesquisadores tém proposto que a organizagdo do polo
rostro-caudal da SCP possa implicar em diferentes aspectos modulatérios
sobre os comportamentos de defesa (BANDLER, DEPAULIS, 1991;
BANDLER et al., 2000), sejam eles nocifensivos ou ndo nocifensivos,
especialmente em relacdo a SCPd. Por exemplo, distintas por¢des ao
longo do eixo longitudinal da SCPdl medeiam diferentes padrdes de
atividade somatomotora (luta versus fuga) acompanhadas de diferentes
padrdes de tonus vasoconstritor (BANDLER et al., 2000). Assim como
areas rostrais e caudais da SCPdI parecem modular diferencialmente as
respostas comportamentais a0 medo inato a pista de predador e medo
condicionado olfatério respectivamente, sugerindo ainda uma
participacdo distinta dos receptores NMDA nestas situacdes (SOUZA,
CAROBREZ, 2016).

As porcdes caudais da SCPd parecem estar implicadas na reacao
defensiva induzida pelo glutamato e nos efeitos do tipo ansiogénicos e
antinociceptivos e/ou hipernociceptivos induzidos pela microinjecéo de
glicina, um coagonista do complexo receptor NMDA/Glicina-B
(NMDAJ/GLY-B) nestas porcBes (TEIXEIRA, CAROBREZ, 1999;
MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI, 2008; MARTINS et al., 2010a),
sugerindo que a integridade de mecanismos que requerem glutamato na
porcdo caudal da SCPd parece ser relevante a esses fendmenos.

A este respeito, a SCPd apresenta todos os subtipos de receptores
para o glutamato, entretanto, o complexo receptor NMDA/GLY -B parece
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ser o principal subtipo envolvido nas agdes do glutamato nesta estrutura.
Além do sitio de ligac&o para os agonistas glutamato e NMDA (localizado
nas subunidades NR2), que também é alvo de diversos antagonistas, 0
receptor NMDA apresenta sitios de reconhecimento para moduladores
enddgenos, incluindo cations (Zn?*, Mg?*, H*) e poliaminas, &cido
araquidénico e dinorfina, e para a glicina (nas subunidades NR1), em um
sitio de ligacdo que é insensivel a estricnina (GLY-B). Como ja
mencionado, a glicina funciona como um coagonista deste complexo
receptor, sua presenca em concentracGes adequadas € um pré-requisito
para a ativagdo do canal por glutamato ou NMDA (DANYSZ,
PARSONS, 1998).

1.3.2 A SCPd e a glicina

Pesquisas tém sugerido a relevancia do complexo receptor
NMDA/GLY-B da SCPd na modulagéo de comportamentos relacionados
ao medo/ansiedade (para revisdo veja CAROBREZ, TEIXEIRA,
GRAEFF, 2001) e a nocicep¢do (MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI,
2008; MARTINS et al., 2010a). Com os agonistas desencadeando
propriedades ansiogénicas, enquanto os antagonistas mostrando potencial
ansiolitico em animais ndo humanos e humanos (TRULLAS et al., 1989;
CORBETT, DUNN, 1991; ANTHONY, NEVINS, 1993; LEESON,
IVERSEN, 1994; SCHMITT et al., 1995; BARON et al., 1997; DE-
SOUZA et al., 1998; TEIXEIRA, CAROBREZ, 1999; SANTOS et al.,
2006).

Da mesma forma que os agonistas deste complexo receptor
(glutamato e NMDA), a aplicacdo na SCPd do coagonista glicina provoca
reacOes de defesa, do tipo ansiogénicas (TEIXEIRA, CAROBREZ, 1999;
MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI, 2008) e efeito hiponociceptivo
(MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI, 2008) em teste nociceptivo
térmico e hipo ou hipernociceptivo em dois diferentes testes de
nocicep¢do induzida por formalina (MARTINS et al., 2010a).
MicroinjecBes na SCPd do antagonista seletivo do sitio GLY-B do
receptor NMDA, o &cido 7-cloroquinurénico (7 CL) e do antagonista
parcial deste sitio, 0 (£) -3-amino-1-hidroxi-2-pirrolidona (HA966) tém
efeito do tipo ansiolitico (MATHEUS et al., 1994; DE-SOUZA et al.,
1998; TEIXEIRA, CAROBREZ, 1999), o Gltimo também reverte o efeito
hipernociceptivo induzido pela microinjecdo de glicina na SCPd no teste
de formalina na pata (MARTINS et al., 2010a).

Enquanto a microinjecdo de glutamato na SCPd induz reacbes
defensivas vigorosas, como fuga, a microinjecdo de agonistas do sitio
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GLY-B, como glicina e D-serina, um ligante especifico deste sitio,
provocam comportamentos do tipo ansiogénicos considerados mais sutis,
relacionados ao conflito entre abordagem/esquiva, diminuindo por
exemplo, a exploragdo dos bracos abertos no LCE (CAROBREZ,
TEIXEIRA, GRAEFF, 2001 para revisdo). O efeito comportamental mais
discreto induzido pelos agonistas no sitio GLY-B intra-SCPd pode
derivar de sua influéncia essencialmente moduladora sobre as acdes de
ligantes enddgenos do complexo receptor NMDA.

Vérios estudos tém mostrado que o glutamato e 0 NMDA néo
podem ativar os receptores NMDA, a menos que a glicina esteja presente
como um coativador (LESSON, 1993; KLECKNER, DINGLEDINE,
1988; MAYER et al., 1992; DANYSZ, PARSONS, 1998). A literatura é
controversa sobre a saturacdo dos sitios de ligacdo GLY-B do complexo
receptor NMDA/GLY-B in vivo (KLECKNER, DINGLEDINE, 1988;
KEMP et al., 1988; DANYZ, PARSONS, 1998,). Havia sido proposto
gue concentragdes extracelulares de glicina no SNC seriam
suficientemente altas para saturar sitios GLY-B (KEMP et al., 1988). No
entanto agonistas exdgenos do sitio de GLY-B potencializaram os efeitos
de agonistas de receptores NMDA como, por exemplo, despolarizacéo
CA1 hipocampal e aumento nos niveis de GMPc no cerebelo (MINOTA
et al., 1989, KEMP, LEESON, 1993). Além disso, agonistas do sitio de
GLY-B administrados na coluna dorsal da SCP causaram efeito do tipo
ansiogénico (CAROBREZ, TEIXEIRA, GRAEFF, 2001, para revisdo) e
efeitos hiponociceptivo (MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI, 2008;
MARTINS et al., 2010a) ou hipernociceptivo (MARTINS et al., 2010a).
O conjunto dessas pesquisas sugere que sitios GLY-B dos receptores de
NMDA parecem ndo estar totalmente saturados in vivo, pelo menos na
SCPd ou pelo menos em uma das porg¢des do seu eixo rostro-caudal.

1.3.3 Conectividade funcional da SCP

O entendimento das conexdes anatdbmicas da SCP sustenta seu
funcionamento como uma area integradora atencional/emocional e
produtora de uma variedade de respostas autondmicas (LOVICK, 1986;
DEPAULIS, BANDLES, VERGNES, 1989), sensoriais (REYNOLDS,
1969; MAYER, LIEBESKIND, 1974) e motoras (LARSON, KISTLER,
1986), que sdo parte do repertdrio de estratégias de defesa (BANDLER et
al., 2000), como j& mencionado.

1.3.3.1 Regides Corticais
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Vérias areas corticais se projetam diretamente para a SCP, dentre
elas se destacam o CPF, o CCA e o cortex insular (AN et al., 1998,
FLOYD etal., 2000). A SCP nao somente recebe aferéncias de regides
corticais mas também se projeta rostralmente para o Talamo medial,
Cortex orbitofrontal (COF), cortex pré-frontal ventromedial (CPFvm) e
CCA, fornecendo um possivel substrato para o controle ascendente da
nocicepc¢do (COFFIELD, BOWEN, MILETIC, 1992; CAMERON et al.
1995).

O CPF fornece a principal aferéncia prosencefalica a SCP (AN et
al., 1998), essa regido cortical esta envolvida na codificagdo dos aspectos
cognitivos como a atencdo e as expectativas, principalmente a regido
dorsolateral do CPF (CPFdI), cujas fun¢des executivas influenciam a dor
de uma forma dependente do contexto (AKITSUKI, DECETY, 2009).

O CCA (assim como a regido anterior da insula), tém papel
primordial na codificacdo dos aspectos emocional e motivacional da dor
(RAINVILLE et al., 1997) e se projeta diretamente para a SCP. O CCA
parece ser uma regido que coordena os impulsos de areas parietais,
envolvidas na percepgdo de ameaca corporal com os sinais de areas
corticais frontais envolvidas nos planos e prioridades de resposta para
comportamentos relacionados a dor (PRICE, 2000). Estudos
comportamentais com animais apontam a importancia do CCA,
especialmente a porgao rostral (CCAr) no processamento do aprendizado
aversivo relacionado a dor (JOHANSEN, FIELDS, 2004; JOHANSEN,
FIELDS, MANNY, 2001).

1.3.3.2 Insula

Evidéncias sustentam que a insula esta envolvida tanto no aspecto
afetivo-motivacional da dor quanto no componente sensorial, com a
porcdo anterior sendo particularmente importante para a experiéncia
subjetiva da dor (BALIKI, GEHA, APKARIAN, 2009; CRAIG, 2011),
enquanto que a regido insular posterior pode representar um sitio crucial
de processamento da informacgdo nociceptiva. Essa regido cortical tem
sido identificada como a mais consistente area ativada durante a dor
induzida por estimulo nociceptivo (APKARIAN et al., 2005).

1.3.3.3 Hipotalamo
O hipotalamo também constitui uma importante fonte de projecdes

para a SCP (BANDLER, KEAY, 1996, RIZVI et al, 1996). A
manipulacdo de vérias regides do hipotdlamo pode produzir analgesia
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(RHODES, LIEBESKIND 1978; MANNING, MORGAN, FRANKLIN,
1994; HOLDEN, VAN POPPEL, THOMAS, 2002) ou hiperalgesia
(OKA, etal. 1995; HEINRICHER et al., 2004;; MARTENSON, CETAS,
HEINRICHER, 2009). Estudos mostram que as conexdes entre a SCP e
0 hipotadlamo séo reciprocas. A coluna dorsolateral, por exemplo, € a
subdivisio da SCP preferencialmente conectada com os nuicleos
hipotalamicos relacionados a reacfes de defesa, como os nuicleos
hipotaldmicos anterior (AHN) e ventromedial (VMH) e o nlcleo pré-
mamilar dorsal (PMD) (CAMERON et al., 1995; De OLIVEIRA, DEL
BEL, GUIMARAES, 2000). O AHN é o principal ntcleo hipotalamico
ativado apds estimulagdo somética nociva e a SCPdl é a estrutura
responsavel por coordenar as fungdes autonémicas e sensoriais em
resposta a esses aferentes nociceptivos oriundos de diferentes dominios
periféricos (PARRY et al., 2002).

Kincheski e colaboradores ratificaram as projecdes ascendentes da
SCPdI ao talamo e ao hipotalamo (circuito hipotalamico defensivo, AHN-
VMH-PMD), através de um estudo anatdbmico de tracado; com uma
abordagem farmacoldgica sugeriram que essas projecfes ascendentes da
coluna dorsolateral da SCP influenciam o aprendizado associativo
aversivo (KINCHESKI et al., 2012).

1.3.3.4 Amigdala

A importancia da amigdala em respostas emocionais, no estresse
e na ansiedade, sugere que esta estrutura pode ser um sitio onde as
emogOes sdo integradas com o processamento da dor (BINGEL,
TRACEY, 2008). Suas complexas conex@es com o CPF permitem
promover a modulagdo emocional de fungfes cognitivas em estados de
dor persistente, tais como tomada de decisdo entre avaliacdo de risco e
recompensa versus dor (NEUGEBAUER et al., 2009), essa modulagédo
parece ser mediada através das conexdes da amigdala com a SCP. De fato,
estudos de imagem mostram aumento de respostas de neurdnios da
amigdala durante estimulagdo nociva, bem como interacdes com regides
corticais e a SCP (BINGEL, TRACEY, 2008). Esses estudos s&o
consistentes com a conclusdo de que a antinocicepgdo induzida por
estresse, sensivel a opioides, é provavel envolver interacdes entre a
amigdala e a SCP e/ou RVM (HOPKINS, et al., 1998).

14 MODULAS,AO DA TRANSMISSAO NOCICEPTIVA ESPINAL
POR PROJECOES MONOAMINERGICAS DESCENDENTES
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Uma vez que a SCP se projeta apenas minimamente para a medula
espinal, as suas conexdes com a por¢do rostral da regido ventromedial do
bulbo (RVM) e com o tegmento pontino dorsolateral (DLPT) séo
fundamentais para a modulagdo da transmissdo nociceptiva no corno
dorsal. A SCPdI parece ndo apresentar conexdes diretas com 0 RVM e
sim, com o DLPT, que por sua vez, se conecta com o0 RVM e se projeta
para o corno dorsal da medula espinal (HEINRICHER, FIELDS, 2013).
De fato, uma linha de pesquisa sugere que a SCPdl supre
preferencialmente o locus coeruleus (LC) no DLPT e a SCPvl, 0 NMR
(CAMERON et al., 2005).

Apesar de as bases neuroquimicas das proje¢des descendentes do
tronco encefalico para o corno dorsal ndo estarem bem esclarecidas, as
vias serotonérgicas e noradrenérgicas parecem compreender 0s maiores
componentes destas projecdes para a medula espinal.

Os neurdnios do RVM (que inclui o ndcleo magno da rafe (NRM)
e a formacdo reticular adjacente ventral ao nucleo reticular
gigantocelular) constituem, juntamente com o Nucleo Dorsal da Rafe
(NDR) fonte de serotonina para o corno dorsal (OSSIPOV, 2012, para
revisdo; HEINRICHER et al., 2009). Um grupo emergente de pesquisas
vem apontando o NDR como um agente facilitatério da nocicep¢do,
aumentando a transmissao nociceptiva espinal, bem como influenciando
centros superiores (MARTINS et al., 2013, 2015).

A serotonina pode exercer efeitos pré e antinociceptivos sobre a
transmissao nociceptiva espinal. Alguns estudos apontam que o efeito
antinociceptivo serotonérgico é mediado em grande parte, por receptores
5-HT; e 5-HT2 no corno dorsal da medula espinal (MILLAN, 2002),
outros sugerem que a inibicdo da nocicepgao é indireta e pode ser exercida
pela excitagdo de interneurdnios GABAérgicos inibitérios mediada por
receptores 5-HT3 medulares (ALHAIDER, LEI, WILCOX, 1991). Ja a
contribuicdo pr6 nociceptiva da serotonina tem sido demonstrada em
muitos modelos animais incluindo teste de formalina intraplantar, lesdo
medular, hiperalgesia e alodinia (GREEN, SCARTH, DICKENSON,
2000; PETERS et al., 2010; SUZUKI et al., 2004; MARSHAL et al.
2012). Evidéncias mostram que o ondansetron, um antagonista do
receptor 5-HTs, pode bloquear as consequéncias da facilitagdo
descendente quando administrado por via intratecal, diminuindo, por
exemplo, reagBes comportamentais durante a segunda fase do teste de
formalina (OYAMA et al., 1996; ZEITZ et al., 2002) e a hiperalgesia
produzida pela microinje¢do de CCK no RVM, enquanto que a
administragdo intratecal de SB-269970, um antagonista do receptor 5-
HT+ espinal, blogueou o efeito antinociceptivo da morfina administrada
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no RVM (DOGRUL, OSSIPOV, PORRECA, 2009; MARSHAL et al.,
2012).

A noradrenalina também desempenha um papel importante na
modulagcdo da dor. Esse neurotransmissor modula a transmisséo
nociceptiva espinal (através de receptores a-adrenérgicos no corno
dorsal), bem como a atividade de outros centros moduladores da dor,
principalmente 0 RVM (CLARK, PROUDFIT, 1991) e a amigdala
(ORTIZ et al., 2007)

Os principais grupos de células noradrenérgicas estdo situados no
DLPT. Essa regido da ponte contém neurdnios noradrenérgicos que se
originam no LC, no grupo celular A5 e A7 (Kolliker-Fiise), que se
projetam para o corno dorsal da medula espinal e centros superiores
(HEINRICHER, FIELDS, 2013). Permitindo, a SCP exercer seus efeitos
sobre a nocicepcdo em parte, através de conexdes reciprocas com esses
nucleos noradrenérgicos.

Na medula espinal existem dois tipos principais de receptores o-
adrenérgicos: a1 e op. Alguns estudos sugerem que a antinocicepcao €
mediada por receptores espinais op-adrenérgicos e a prd-nocicepcao
mediada por receptores az-adrenérgicos, enquanto outros, apontam um
papel antinociceptivo para os receptores a; (PERTOVAARA, 2013, para
revisao).

Porém, ndo é muito elucidador o papel do tébnus noradrenérgico a
responsividade nociceptiva aguda e ténica (PERTOVAARA, 2013), de
modo que diversos grupos relatam que o blogueio farmacol6gico de
receptores o.adrenérgicos espinais e a deplecdo de norepinefrina por
neurotoxinas tém pouco ou nenhum efeito sobre testes que modelam
condicdo de dor aguda (MARTIN et al., 1999; NUSEIR, PROUDFIT,
2000; JASMIN, BOUDAH, OHARA, 2003). Em contraste, Howorth e
colaboradores (2009) relataram hiperalgesia térmica quando uma
abordagem baseada em vetor viral foi utilizada para reduzir a
excitabilidade de neur6nios noradrenérgicos pontinoespinais em animais
normais (HOWORTH et al., 2009).

Resultados de estudos envolvendo estados de dor cronica também
sdo contraditorios. Ha relatos de que a deplegdo ou antagonismo
noradrenérgico facilitam respostas em estados de dor neuropatica,
sugerindo que sistemas noradrenérgicos descendentes inibitérios sdo
recrutados apdés a lesdo nervosa (XU, KONTINEN, KALSO, 1999;
JASMIN, BOUDAH; OHARA, 2003). No entanto, a reducdo da
excitabilidade dos neurénios noradrenérgicos pontinos ndo melhorou nem
a alodinia nem a hiperalgesia tatil em animais submetidos & les&o nervosa
(HOWORTH et al., 2009).
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Um fator complicador para a interpretacdo desses dados é que
grupos de células noradrenérgicas tém alvos supraespinhais (cortex
insular anterior, por exemplo, JASMIN et al., 2003), bem como conexdes
reciprocas com a SCP (e RVM) o que poderia contribuir para alteragdes
na nocicepcao apds a manipulacéo de corpos celulares noradrenérgicos.

A analise desses estudos traz a tona que a compreensdo de como o
SNC alterna entre a inibicdo e facilitagdo da dor ndo é uma tarefa
previsivel. Tanto vias serotonérgicas quanto noradrenérgicas podem
exercer efeitos pré e antinociceptivos dependendo dos tipos (e subtipos)
de receptores para serotonina e norepinefrina no corno dorsal da medula
espinal e da populagdo de neurbnios ativada. Além disso, diferentes
espécies de roedores utilizadas nos experimentos (LLORCA-
TORRALBA, et al., 2016) e diferentes contextos (grau de aversividade)
empregados podem contribuir para resultados contraditorios.

1.5 ATENCAO E EMOGAO INFLUENCIAM A SCP POR
DIFERENTES VIAS

A natureza e 0os mecanismos de modulagdo da dor por fatores
cognitivos e emocionais parecem ser diferentes. Em situacGes especificas,
como, por exemplo, em estudos que utilizaram manipula¢des contextuais,
foi evidenciado que focalizar a atengdo sobre a dor aumenta a intensidade
da sensacdo percebida, sem alterar significativamente o desagrado da dor,
enguanto o estado emocional negativo aumenta o desagrado da dor sem
alterar a intensidade da sensagdo (ROY, PERETZ, RAINVILLE, 2008;
VILLEMURE, SLOTNICK, BUSHNELL, 2003; LOGGIA, MOGIL,
BUSHNELL, 2008 a, b). Em 2009, o estudo de VILLEMURE e
BUSHNELL foi o primeiro a dissociar a circuitaria envolvida na
modulacdo emocional e atencional da dor (VILLEMURE, BUSHNELL,
2009).

Estudos de imagem do cérebro humano que manipulam a direcéo
da atencdo enquanto controlam o estado emocional (VILLEMURE,
BUSHNELL, 2009; PLONER et al., 2011; DUNCKLEY et al., 2007)
encontraram que a modulacdo da dor pela atencéo foi relacionada com
alteragdo na atividade induzida pela dor somente na insula e no cértex
somatossensorial primario, resultado que é consistente com o papel destas
regides na sensagdo da dor. Em contraste, estudos de neuroimagem
avaliando a influéncia de estados emocionais negativos gerados, por
exemplo, pela visdo de faces emocionais, por ouvir misicas ou sentir
odores desagradaveis, alteram a ativagdo cortical induzida pela dor
principalmente no CCA (VILLEMURE, BUSHNELL, 2009; PLONER
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et al., 2011; PHILLIPS et al., 2003; ROY et al., 2009; BERNA et al.,
2010), regido particularmente importante no desagrado relacionado a dor.

Pesquisas que utilizaram procedimentos que ndo dissociaram
atencdo e emogdo, ou seja, nos quais procedimentos de distracdo
provavelmente aumentaram emoc¢des negativas apresentaram ativacéo do
cortex cingulofrontal que inclui 0 CCA e o0 COF, bem como a ativacdo da
SCP (VALET et al., 2004; PETROVIC et al., 2000; TRACEY et al.,
2002). Entretanto, quando a emogéo foi dissociada da atencéo, o aumento
da emocdo negativa foi associado com a ativacdo da circuitaria CCA -
CPF- SCP (VILLEMURE, BUSHNELL, 2009).

Em contraste, quando manipulagdes experimentais fomentaram o
direcionamento intencional da aten¢éo para um estimulo doloroso, foram
evidenciadas alteracBes na atividade na insula correlacionada com a
atividade no cortex parietal superior. Vias descendentes a partir da insula
para a amigdala alcangam a SCP, fornecendo um possivel componente
descendente para a modulagdo da dor pela atencdo (CORBETTA,
SHULMAN, 2002).

1.6 A FLEXIBILIZACAO DA EXPERIENCIA DOLOROSA PELA
SCP EM DIFERENTES CONTEXTOS

Todos os processos cognitivos, emocionais e sensoriais que afetam
a percepgdo da dor surgem do contexto ao redor da experiéncia dolorosa
e isso € valido ndo somente para a percepgao da dor per se, mas também
para a resposta a tratamentos analgésicos (CARLINO, FRISALDI,
BENEDETTI, 2014).

Com o aprendizado, pistas contextuais podem adquirir a
capacidade de aumentar ou diminuir a atividade nociceptiva de neurénios
do corno dorsal, na auséncia de um estimulo aversivo. Em situacdes nas
quais individuos sdo condicionados com pistas que prevéem estimulos
dolorosos, hd um efeito significativo sobre a experiéncia da dor
(SAWAMOTO et al., 2000; PLOGHAUS et al., 2003). Por exemplo,
quando pistas preditivas de dor sdo apresentadas a humanos um pouco
antes de um estimulo in6cuo, os individuos sdo mais propensos a relatar
este estimulo como sendo doloroso (HEINRICHER, FIELDS, 2013).
Estudos que utilizaram neuroimagem funcional tém destacado a
participacdo imperativa da SCP durante manipulagdes contextuais
concomitantementes a aplicacdo do estimulo nocivo (DERBYSHIRE,
OSBORN, 2009).

Um desses estudos foi empreendido por Leknes e colaboradores
em 2013. A abordagem destes pesquisadores agregou percepcao da dor,
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condutancia da pele (considerada uma medida fisioldgica) e padrdes da
ativacdo cerebral em resposta a um estimulo térmico de intensidade
nociva moderada, idéntico, em dois diferentes contextos. No “contexto
controle”, os participantes tinham 50% de chance de receber um estimulo
moderadamente nocivo (doloroso) ou um estimulo térmico indcuo
(morno), enquanto no “contexto alivio relativo”, eles tinham 50% de
chance de receber o mesmo estimulo moderadamente nocivo ou um
estimulo nocivo intenso (muito doloroso). A dor moderada foi percebida
como dolorosa e desagraddivel no “contexto controle”, mas,
surpreendentemente, foi percebida como agradavel no “contexto alivio
relativo”. A mudanca da condutancia da pele durante estimulagdo nociva
moderada foi menor neste contexto que no “contexto controle”. Além
disso, quando a dor moderada foi percebida como agradavel, a atividade
na insula e no CCA foi atenuada, enquanto a atividade na circuitaria de
recompensa foi aumentada, incluindo o CPFvm e essa atividade teve
correlagdo positiva com aumento de atividade na SCP (LEKNES et al.,
2013).

Os autores sugerem que o estimulo moderadamente nocivo no
“contexto alivio relativo” ativou a circuitaria de recompensa cerebral,
que, por sua vez, inibiu regides de processamento da dor (LEKNES et al.,
2013). Sustentando essa interpretacdo, 0 CPFvm que tem contribuigcdo
importante na avalia¢do e processamento da recompensa (HOSOKAWA
et al., 2007; SEYMOR, McCLURE, 2008), é densamente conectado a
SCP e a outros nucleos que fornecem controle descendente de sinais
nociceptivos provenientes da medula espinal. Em vérios estudos sobre
modulacdo da dor baseada no contexto essa regido cortical encontra-se
ativada (MEISSNER et al., 2011; WAGER et al., 2011; PETROVIC et
al., 2002).

Apesar de ndo ocorrer efeito do contexto na atividade global da
SCP, individuos que tiveram maior influéncia do contexto na supressdo
da dor ativaram mais fortemente a SCP no contexto “alivio relativo” ¢ a
conectividade entre essa estrutura e o ntcleo accumbens/ estriado ventral
foi também mais positiva neste contexto (LEKNES et al., 2013).

Embora excepcionais, os resultados da abordagem do estudo
LEKNES e colaboradores (2013), ajudam a ilustrar como o sistema
modulatério da dor ndo é uma linha rotulada, na qual sempre as mesmas
conexdes e estruturas sdo ativadas. H4 um dinamismo na ativagdo de
conexdes entre estruturas cerebrais modulatérias da dor e esse dinamismo
parece depender do significado que o contexto ajuda a estabelecer ao
estimulo nocivo. Considerando que em um contexto apropriado a dor
pode ter uma aceita¢ao positiva ou uma percepgao menos aversiva, poder-



48

se-ia manipular o contexto positivamente, para uso terapéutico, como a
manipulacdo placebo, um exemplo classico de como o contexto pode
influenciar a percepcéo da dor.

Pesquisas em animais baseadas no condicionamento Pavloviano e
expectativas contribuiram grandemente para o conhecimento sobre o
efeito placebo (BENEDETTI et al.,, 2005; HAOUR, 2005). Estudos
translacionais para humanos, baseados nestas pesquisas em animais
(COLLOCA, BENEDETTI, 2005; PRICE et al., 2006, 2007), que
utilizaram técnicas de imagem (PETROVIC et al., 2002; ZUBIETA et
al., 2005) e o paradigma de condicionamento (WAGER et al., 2004),
ajudaram a desvendar as bases neuroquimicas para essa manipulacdo
contextual em humanos e sustentam que mecanismos pré-frontais podem
desencadear a liberacdo de opioides na SCP (e outras estruturas do tronco
encefalico) durante as expectativas geradas pela manipulacéo,
influenciando o sistema inibitério da dor e subsequentemente, modulando
sua percepcao (TRACEY, MANTYH, 2007)

Por outro lado, situacdes que sdo ameacadoras também causam
analgesia. O estresse € conhecido por induzir analgesia e aumentar o
limiar de dor em uma variedade de situagdes, tanto em modelos animais
guanto em seres humanos, o que indica que a antinocicepcdo observada
em animais ndo é meramente uma hiporreflexia (FLOR et al., 2002;
RHUDY, MEAGHER, 2003; YILMAZ et al., 2010).

A natureza do estressor e o tipo de resposta emocional (medo ou
ansiedade) a ele desempenham um papel fundamental para produzir
analgesia (YILMAZ et al., 2010; CARLINO, FRISALDI, BENEDETTI,
2014). Para um roedor, por exemplo, a presenca de um predador ou pistas
dele e pistas contextuais aversivas, como as associadas a choques
elétricos produzem efeitos antinociceptivos relevantes. Assim, o
condicionamento Pavloviano também pode ser usado para gerar
aversividade (medo condicionado) e induzir analgesia (FENDT,
FANSELOW, 1999), sendo um paradigma comportamental bastante
empreendido para verificar como estruturas cerebrais modulatérias da dor
sdo influenciadas pelo contexto emocional (REA, ROCHE, FINN, 2011;
OLANGO et al., 2012; BUTTLER et al., 2011; REA et al., 2013).

Considerada uma importante estrutura do sistema defensivo
cerebral (GRAEFF, 1990), a SCP tem um papel central na antinocicepcao
induzida pela aversividade ambiental (contexto), incluindo a sua regido
dorsal (REA, LANG, FINN, 2009; BUTTLER et al., 2011; OLANGO et
al., 2012).

Um estudo recente propds que SCP funciona na flexibilizagdo da
experiéncia de dor em diferentes contextos. Roy e colaboradores
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destacaram a SCP como uma regido importante para o aprendizado sobre
como se evitar a dor. Esses pesquisadores observaram que erros de
predicdo aversiva apresentaram correlagdo importante com sinais de RMf
da SCP humana. Quando os autores analisaram todo o cérebro, a SCP foi
a Unica area cerebral que atendeu todas as condi¢des da abordagem
axiomatica utilizada para fundamentar essa correlacdo (ROY etal., 2014).
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS
2.1 HIPOTESE E OBJETIVO GERAL

Considerando que a SCPd é uma interface integradora de emogdes
e atencdo a informagdes nociceptivas provenientes da medula espinal, a
hipotese é que ela seja uma estrutura flexibilizadora da experiéncia de dor
em diferentes contextos.

Isto posto, o objetivo geral do trabalho é verificar se a SCPd,
sensibilizada com glicina, funciona como uma estrutura comutadora entre
hiperalgesia e hipoalgesia dependendo do contexto emocional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a (s) concentracdo (Ses) de glicina aplicada (s) na
SCPd com potencial (is) de efeito (s) nocifensivo (s) no teste de formalina
na pata em um contexto neutro;

- Padronizar um protocolo de condicionamento contextual
aversivo, no qual serdo avaliados os efeitos de diferentes intensidades de
choques elétricos aplicados nas patas no dia do condicionamento sobre o
tempo de manifestaco comportamental defensiva e nocifensiva no dia da
injecdo subcutanea de formalina na pata;

- Avaliar os efeitos comportamentais nocifensivos e relacionado
ao medo da microinjecdo de glicina na SCPd no contexto neutro ou no
aversivo;

- Investigar se os efeitos comportamentais nocifensivos e
defensivo induzidos pela microinje¢do de glicina ha SCPd no contexto
neutro ou aversivo, apds a administracdo, por via intratecal, da
neurotoxina catecolaminérgica 6-Hidroxidopamina (6-OHDA);

- Discriminar farmacologicamente receptores a-adrenérgicos do
corno dorsal da medula espinal envolvidos nas respostas
comportamentais defensiva e nocifensivas causadas pela microinjecao de
glicina na SCPd nos contextos neutro ou aversivo, através da
administracdo por via intratecal de antagonistas dos receptores o
(prazosina) e o - adrenérgicos (ioimbina) espinais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar,
foram utilizados em todos os experimentos. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério de Criacdo do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Santa Catarina (CCB, UFSC) e apds o desmame,
enviados ao Biotério de Manutencéo do Departamento de Farmacologia,
onde ficaram por um periodo breve de tempo e entdo, aos 75 dias de idade,
o0s animais foram enviados ao Biotério de Experimentacdo do Laboratério
de Neurobiologia da Nocicepgdo (LANEN).

No biotério do LANEN os animais foram alojados em caixas
plasticas em grupos de cinco, com livre acesso a agua e a comida, um
ambiente com temperatura controlada (21 + 2° C) e ciclo de luz
claro/escuro (de 12 h).

Com finalidade profilatica, no LANEN, os ratos receberam
tratamento por via oral contra endo e ectoparasitoses com uma solucéo
aquosa de ivermectina (48mg/L) durante trés dias consecutivos
(FOLETTO, MARTINS, TONUSSI, 2013). As parasitoses sdo causas
comuns na reprodutibilidade experimental (CARTY, 2008), assim o
tratamento contra parasitoses pode contribuir para a redugdo da
guantidade de animais utilizadas nos experimentos.

Ao completarem 90 dias de idade, com peso aproximado de 280 -
330 gramas, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica. Apos
0 procedimento estereotaxico, retornaram ao biotério do LANEN, até o
nimero maximo de trés animais por caixa moradia com livre acesso a
agua e alimento e permaneceram em recuperagao por no minimo sete dias
antes do inicio da fase experimental. Durante o periodo de recuperacéo,
0s mesmos foram observados quanto a manifestacdo de dor (reducdo do
consumo de racdo e agua), além de sinais de sangramento no local da
cirurgia, infecgdo, distensdo abdominal, entre outros pardmetros.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de
acordo com o guia ético da Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (I.A.S.P., 1995) e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da UFSC (Protocolo: P00723).
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3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais submetidos a este procedimento foram primeiramente
submetidos a anestesia geral por via i.p. com cetamina (10%, 90mg/Kg)
e xilazina (2%, 10mg/kg). Apo6s a perda do reflexo algico, verificado pela
pressdo cutanea da pata, os animais foram posicionados no aparelho
estereotaxico e fixados tanto pelas barras auriculares colocadas nos
meatos auditivos quanto pela presilha nasal, que prende os incisivos e 0
0ss0 nasal. Apds assepsia da area com alcool iodado, os animais tiveram
a regido superior da cabega tricotomizada e o peri6steo foi removido para
melhor visualizacdo das suturas cranianas que serviram de referéncia para
a implantacéao das canulas-guia. Uma solugdo de Cloridrato de Lidocaina
3% com Norepinefrina (1:50.000, Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi
injetada por via subcutanea na regido dorsal da cabeca, com a finalidade
de se promover além de uma anestesia local, reducéo do extravasamento
sanguineo durante o procedimento cirdrgico. Em seguida, foi realizada
uma incisdo na pele e remogdo do tecido subcutaneo para que se
visualizem os pontos cranianos de referéncia: bregma e lambda. Apds a
exposicdo da superficie craniana, 2 parafusos foram colocados, um em
cada osso frontal, a fim de proporcionar melhor aderéncia do acrilico
odontoldgico que foi derramado, sobre toda superficie craniana exposta
no final da cirurgia. Em seguida, a horizontalidade do cranio foi
verificada e corrigida através do ajuste das coordenadas do lambda e do
bregma, de forma que tais pontos ficassem com a mesma altura. Depois
de corrigida a inclinacéo, a partir do bregma, a torre do estereotéxico foi
deslocada conforme as coordenadas tridimensionais de acordo com o
atlas do cérebro de rato para a regido caudal da SCPd esquerda
(PAXINOS, WATSON, 2009).

- Antero-posterior: AP = -7,6 mm em relac4o ao bregma,

- Meso-lateral: ML = +1,9 mm em relacdo a sutura sagital,

- Dorso-ventral: DV = -2,0 mm em relag&o a superficie externa do
cranio, em angulo de 22°.

Com o auxilio de uma broca odontoldgica, perfurou-se o ponto
achado e a cénula-guia foi sutilmente introduzida. Foi adaptado um
mandril de aco inox n° 26 (Comercial Rio Verde, Brasil) na canula com a
finalidade de impedir a obstrucdo desta. Por fim, despejou-se o acrilico
auto-polimerizavel que se solidifica rapidamente, agregando todas as
pecas e impedindo o deslocamento da canula-guia.

Os animais receberam por via intramuscular uma dose Unica de
associacdo de antibidticos (Pentabidtico®, 1.0mL/kg, Fort Dodge, Brasil)
logo apos a cirurgia, para prevenir infecgdes e garantir a boa recuperacdo
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dos animais. Ao término do procedimento cirurgico, 0s animais foram
mantidos em grupos de 3 em caixas plasticas com serragem limpa em
ambiente silencioso e aquecido até o desaparecimento completo dos
efeitos da anestesia geral. Em seguida, retornaram ao biotério do LANEN,
com livre acesso a agua e alimento e permaneceram em recuperacdo por
no minimo sete dias antes do inicio da fase experimental. Durante o
periodo de recuperagdo, os mesmos foram observados quanto a
manifestacdo de dor (reducdo do consumo de racdo e dgua), além de sinais
de sangramento no local da cirurgia e bem-estar fisico geral.

3.3 CANULAS

Com a finalidade viabilizar as microinjecdes na SCPd, foram
implantadas canulas-guia confeccionadas no LANEN, a partir de agulhas
hipodérmicas descartaveis (25 x 7 mm), em um comprimento de 13 mm,
com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo® - Brasil).

3.4 MICROINJECAO NA COLUNA DORSAL DA SCP

Para a realizacdo deste procedimento, foram confeccionadas
agulhas com 16,20 mm de comprimento a partir de agulhas gengivais (0,3
mm de diametro). Estas eram conectadas por um tubo de polietileno
(PE10, 10 mm de diametro) a uma microsseringa (Hamilton®, 5 pL), a
qual foi preenchida com &gua destilada e com a solugdo a ser injetada,
separadas por uma bolha de ar. O deslocamento desta bolha serviu como
indicativo da correta administracdo das solucdes. A agulha possuia 3,20
mm a mais da cénula-guia com o propdsito que as solugBes fossem
realmente microinjetadas na SCPd.

No momento da microinjecdo na SCPd, o animal foi sutilmente
contido com o auxilio de um pano e a ap6s a retirada do mandril, a canula-
guia foi cuidadosamente desobstruida utilizando uma lima odontoldgica
do mesmo comprimento que a canula (13 mm). Ap6s esses cuidados, a
agulha foi delicadamente introduzida pela canula-guia e com o auxilio de
uma bomba de infusdo (Harvard®, modelo HA 22) fez-se a administragdo
de 0,3 pL da solugéo durante um periodo de 60 segundos. Apds o término
da microinjecdo cerebral, a agulha foi deixada permanecer por mais 10 s
na canula-guia para garantir completa difusdo da substancia injetada e
para evitar refluxos. Em seguida, o animal foi recolado em sua caixa
moradia onde permaneceu por 5 min, até ser submetido as demais fases
do protocolo experimental.
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Considerando que a difusdo de substancias microinjetadas no
tecido cerebral ao redor do local da injecdo é diretamente proporcional ao
volume injetado (MYERS, 1966, ROUTTENBERG, 1972) e que
volumes de 0,5 pL se difundem em média 1,04 mm ao redor do sitio de
injecdo (MYERS, 1966), foi utilizado um volume de microinjecdo menor
que 0,5 pL (0,3 pL) para minimizar a difusdo para as areas circundantes
da SCPd.

3.5 INJECAO INTRATECAL

Drogas foram injetadas na medula espinal no nivel da coluna
lombar, utilizando o método previamente descrito por Mestre e
colaboradores (1994). Neste procedimento, o0s animais foram
previamente anestesiados com isoflurano (2% em oxigénio hospitalar) e
uma agulha (seringa BD Ultra fine; comprimento 12,7 mm; calibre 0,33
ou 29 gauge) foi cuidadosamente inserida perpendicularmente no espago
intervertebral entre L5 e L6, até atingir o espago subaracnoide. Uma
movimentacao lateral repentina (mas leve) da cauda (flick) era percebida,
indicando que o espagco subaracnoideo foi atingido corretamente,
permitindo o término da injecdo. Os animais que ndo apresentavam esse
movimento lateral da cauda ndo passavam pelos demais procedimentos
experimentais. O volume injetado pela via intratecal foi de 20 pL. O
procedimento esta ilustrado na figura 3.

A

Figura 3. Injecdo intratecal. A: O diagrama ilustra o ponto de insercéo da
agulha no espaco intervertebral entre L5 e L6. B: Foto ilustrativa da
administracéo intratecal em ratos.
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3.5.1 Degeneragdo de terminagdes catecolaminérgicas da medula
espinal

A neurotoxina catecolamina 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
apresenta seletividade para células que expressam tirosina hidroxilase
(WOOD, 2008), atuando como (til ferramenta farmacoldgica na
desnervagdo quimica de fibras noradrenérgicas (HUNG et al., 2003) e
dopaminérgicas (KIM et al., 2015), sendo considerada a neurotoxina mais
efetiva na deplecédo de fibras catecolaminérgicas do SNC e do SNP em
comparagdo aos compostos relacionados utilizados nos estudos que
investigam esses neurotransmissores (SCHWARTING, HUSTON, 1996)

A 6-OHDA ndo atravessa a barreira hematoencefalica (NYGREN,
OLSON, SEIGER, 1971), evidéncias indicam que a administracdo
intratecal desta neurotoxina ndo leva a sua difusdo para regides
supraespinais e que niveis cerebrais de noradrenalina, dopamina e
serotonina ndo diferem entre ratos tratados com 6-OHDA por via
intratecal e os animais do grupo controle (GUTIERREZ et al., 2003). A
injecdo desta neurotoxina por essa via de administracéo resulta em perda
de fibras noradrenérgicas descendentes distais a injecdo (NYGREN,
OLSON, SEIGER, 1971), com reducdo dos terminais contendo
catecolaminas e redugdo dos niveis de noradrenalina em ratos tratados em
relacdo aos animais controle durante a primeira semana apos a
administracdo (LEI et al., 2011).

Esta neurotoxina atinge o seu desempenho maximo aos 4 dias do
tratamento, com o nimero de fibras noradrenérgicas permanecendo baixo
(8 a 10%) (LEI et al., 2011). Estudos mostraram que a administracdo de
6-OHDA por via intratecal induz deplecgdo seletiva de noradrenalina sem
alterar o contetido de dopamina e serotonina na medula espinal (HUNG
et al., 2003; FASMER et al., 1986; GUTIERREZ et al., 2003).

Ha ciéncia que ap6s a destruicdo neurotéxica de fibras
noradrenérgicas que se dirigem a medula espinal, ocorrem alteragdes na
nocicepcdo em testes algesimétricos que modelam a dor aguda
(MARTIN, et al., 1999, como um exemplo). Especificamente, com a
utilizacdo de 6-OHDA tém sido registradas interferéncias na nocicepgéo
induzida por formalina na pata (TJJLSEN, BERGE, HOLE, 1991,
FASMER et al., 1986).

3.6 TESTE ALGESIMETRICO: TESTE DE FORMALINA NA PATA

O teste de formalina na pata, desenvolvido por Dubuisson e Dennis
em 1977 (DUBUISSON, DENNIS, 1977), foi utilizado para avaliar as
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reacGes comportamentais nocifensivas no presente estudo. Esse teste tem
sido descrito como uma ferramenta para modelar uma condicdo de dor
aguda do tipo ténica (ABBOTT, HONG, FRANKLIN, 1996; MOGIL,
2009) com caracteristica persistente (BLACKBURN-MUNRO, 2004;
KEEFE, FILLINGIM, WILLIAMS, 1991), que pode melhor mimetizar a
ocorréncia de dor naturalmente (ABBOTT et al., 1981; KEEFE,
FILLINGIM, WILLIAMS, 1991).

Imediatamente apos a inje¢do subcutanea de formalina na pata de
roedores, sdo manifestadas respostas comportamentais nocifensivas que
seguem um padrdo bifasico, caracterizado por uma fase inicial aguda
(Fase I), um breve periodo de quiescéncia e uma segunda fase tonica (fase
I1) de manifestagdo comportamental nocifensiva, dentre as manifestacoes
mais proeminentes, estdo o morder/lamber e a flexdo da pata (levantar a
pata), que pode ser tonica (levantar sustentado) ou fasica (CAPONE,
ALOQISI, 2004). O levantar sustentado representa a resposta tipica a um
estimulo nociceptivo sustentado, o morder/lamber o local da injecédo
consiste de uma série de movimentos coordenados e ritmicos, envolvendo
a lingua, a cabeca, o tronco e a pata injetada (ALISI, CARLI, 1996).

Pesquisas mostraram ativacdo de fibras aferentes do tipo C durante
todo o teste de formalina, de forma bifasica, com padrdo paralelo aos
comportamentos nocifensivos durante as fases | e Il (McCALL,
TANNER, LEVINE, 1996). A Fase | do teste de formalina parece ser
consequéncia da ativacao direta das fibras aferentes primarias do tipo C e
Ad por esse agente nocivo (PUIG, SORKIN, 1996; McNAMARA et al.,
2007). A Fase Il do teste reflete a inducdo de um estado espinal de
facilitacdo, sensibilizacdo central, desenvolvimento de inflamacdo e
expansdo de campos receptivos (WOOLF, KING, 1990; CODERRE,
VACCARINO, MELZACK, 1990; CODERRE, MELZACK, 1992;
CODERRE, YASHPAL, HENRY, 1994; TJOLSEN et al., 1992;
YASHPAL et al., 2001), sendo que a liberacdo de substancia P e
glutamato na primeira fase do teste, ativa processos mediados pelo
receptor NMDA na segunda fase (ALOISI, CARLI, 1996).

Quando um animal é colocado em um novo ambiente (como uma
sala de experimentacdo) ou uma nova caixa, a sensibilidade do teste de
formalina e a resposta comportamental eliciada por ele podem ser
alteradas (ABBOTT, FRANKLIN, CONNELL, 1986), seja devida a
caracteristica estressora da novidade (ABBOTT, FRANKLIN,
WESTBROOK, 1995) ou, principalmente, decorrente do conflito entre a
motivacdo para explorar o novo ambiente e a necessidade de reagir ao
estimulo nocivo (FANSELOW, LESTER, 1988). Considerando essa
variavel, um dia antes da realizacdo do teste de formalina, os animais
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eram colocados na sala de experimentagdo por aproximadamente 30
minutos para ambientarem com odores, luminosidade e sons do novo
ambiente. Apos esse periodo, os animais eram familiarizados a caixa de
observacéo de resposta comportamental. Neste procedimento, 0s animais
eram colocados individualmente nesta caixa por um periodo de 20 min.

Nos experimentos iniciais (investigacdo das concentracdes de
glicina com potencial efeito nociceptivo) desta pesquisa, a caixa de
observacdo era de acrilico, com paredes e assoalho transparentes,
medindo 29 cm de largura, altura e profundidade. Nos experimentos que
envolviam condicionamento contextual (e posterior analise de resposta
comportamental defensiva), a mesma caixa de observacdo era utilizada,
porém, com algumas modificacfes: as paredes laterais, superior (tampa)
e a do fundo eram opacas (a opacidade foi conseguida pela adaptacéo de
folhas de EVA na parte externa das paredes da caixa), a parede anterior
era transparente para permitir a visualizagdo do animal e o assoalho
gradeado (veja item 3.7). Para facilitar a visualizagdo da pata do animal,
adicionou-se  um espelho embaixo da caixa, angulado em
aproximadamente 45° a uma estrutura metalica que servia como suporte
para a caixa de observacao.

No dia do experimento, era realizada a inje¢do subcutanea de 50
uL de formalina a 2% na superficie plantar da pata posterior direita, 0s
animais eram transferidos imediatamente para o interior da caixa de
observacdo para registro e avaliacdo das respostas comportamentais
nocifensivas. Todo o periodo do teste de formalina foi registrado através
de um sistema de video-camera, o que permitiu, a analise detalhada das
respostas comportamentais, a posteriori, por um experimentador cego as
condicBes experimentais. Registrou-se a cada bloco de 5 min, durante 60
min, o tempo despendido pelo animal na realizagdo de comportamentos
relacionados a nocicepcdo. O tempo mensurado foi contabilizado em
segundos, com o auxilio de um crondmetro.

Os seguintes comportamentos nocifensivos foram avaliados:

- Morder/lamber a pata: foi mensurado o tempo em que o animal
despendeu lambendo e/ou mordendo a pata na qual a formalina foi
administrada;

- Levantar a pata: foi considerado o tempo em que o animal
manteve a pata injetada com formalina sob flexdo, sem tocar o chdo da
caixa de observacdo (levantar sustentado), ou o tocando levemente
(levantar fasico).

Além de permitir ao experimentador observar o animal
deambulando, sem restricbes ao movimento, durante a manifestagéo de
comportamentos nocifensivos por um periodo de 1 hora ou mais
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(ABBOTT etal., 1981; KEEFE, FILLINGIM, WILLIAMS, 1991), outra
vantagem da utilizacdo do teste de formalina é que ele permite avaliar
respostas comportamentais nocifensivas simultaneamente a exposi¢édo do
animal a uma situacdo aversiva (MENDES-GOMES, AMARAL,
NUNES-DE-SOUZA, 2011), notavelmente durante a exposicdo a um
ambiente contextualmente aversivo, como uma caixa de condicionamento
previamente pareada com choques elétricos.

3.7 CONDICIONAMENTO CONTEXTUAL AVERSIVO

O paradigma de condicionamento contextual aversivo foi utilizado
neste estudo como ferramenta translacional para responder se a funcéo
comutadora da SCPd (sensibilizada por glicina) para hiper e
hiponocicepgao é dependente da valéncia emocional atribuida ao contexto
no qual a nocicepgéo ocorre.

O condicionamento aversivo ¢ uma forma de condicionamento
Pavloviano onde o individuo é conduzido a associar um estimulo neutro,
sem significado importante em termos bioldgicos (por exemplo, a
apresentacdo de luz ou som) a um aversivo, chamado de estimulo
incondicionado (EI ou ‘US’, do inglés ‘unconditioned stimulus’),
geralmente choques elétricos aplicados nas patas. O EI seria aquele com
capacidade inata de induzir uma resposta comportamental especifica,
geralmente sdo utilizados choques elétricos aplicados nas patas (FENDT,
FANSELOW, 1999), no entanto, outros tipos de EI também podem ser
adotados (BLANCHARD et al., 2001; GUITTON, DUDAI, 2004;
CAVALLI, BERTOGLIO, CAROBREZ, 2009; PAVESI, CANTERAS,
CAROBREZ, 2011). Depois de alguns pareamentos (eventos de
associagdo entre esses dois estimulos), o estimulo neutro por si sé prevé
a ocorréncia do choque, neste momento ele atua como um estimulo
condicionado (EC ou ‘CS’, do inglés ‘conditioned stimulus’), provocando
um estado de medo (FENDT, FANSELOW, 1999). No entanto, um
animal também pode apresentar respostas comportamentais aversivas
para um contexto inicialmente neutro (como uma caixa de
condicionamento) no qual o El (como choque elétrico) foi previamente
apresentado (FENDT, FANSELOW, 1999).

No condicionamento contextual aversivo, quando animais séo re-
expostos ao contexto que inicialmente era neutro, mas que foi
previamente pareado com choques elétricos (agora contexto aversivo),
eles manifestam uma reacdo de medo condicionado, consistindo de
respostas  comportamentais e  autondbmicas (ANTONIADIS,
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MCDONALD, 1999; BOUTON, BOLLES, 1979; FANSELOW, TIGHE,
1988, LeDOUX et al., 1988; RESSTEL et al., 2006)

Uma medida comportamental de medo, comumente utilizada em
ratos, ¢ o congelamento (do inglés ‘freezing’) (FANSELOW, 1980). Esta
resposta comportamental defensiva é operacionalmente definida como a
auséncia total de movimentos do corpo e cabega, exceto aqueles
necessarios para a respiracdo (BOUTON, BOLLES, 1979). Neste
trabalho, o tempo despendido no congelamento foi utilizado como critério
para avaliar se os animais estavam condicionando o ambiente (caixa ou
contexto) ao carater aversivo dos choques elétricos.

No entanto, entenda-se o uso termo “medo” como referéncia a
ativagdo do sistema comportamental defensivo que desencadeia uma
constelacdo de outras reacBes ao estimulo ameacador além do
congelamento (FENDT, FANSELOW, 1999), de natureza autonémica
e/ou comportamental, tais como defecacdo (FANSELOW, 1986),
aumento da pressao arterial (PAPPAS, DICARA, MILLER, 1972;
HELMSTETTER, TERSHNER, 1994 RESSTEL et al., 2006),
vocalizagBes ultrassdnicas (BORSZCZ, 1995; WOHR, BORTA,
SCHWARTING, 2005) e analgesia induzida pelo condicionamento
contextual aversivo (FANSELOW, BAACKES, 1982, BUTLER, FINN,
2009; ROCHE et al.,, 2007, 2010; REA, ROCHE, FINN, 2011;
OLANGO et al., 2012; BUTTLER et al., 2011; REA etal., 2013).

A analgesia induzida pelo condicionamento contextual aversivo
pode ser definida como a reducdo da expressdo de comportamentos
nocifensivos sob a re-exposicao de um animal a um contexto previamente
pareado com um estimulo aversivo tal como um choque elétrico (FINN
et al., 2004; REA, ROCHE, FINN, 2011). Modelos experimentais de
condicionamento contextual que induzem analgesia comumente
envolvem a exposicdo de ratos a choques elétricos (CALCAGNETTI,
HELMSTETTER, FANSELOW, 1987; FANSELOW, HELMSTETTER,
1988) e a andlise, vinte e quatro horas depois, de respostas
comportamentais nocifensivas induzidas por formalina no mesmo aparato
(OLANGO etal., 2012; BUTTLER etal., 2011; REA etal., 2013).

O condicionamento contextual aversivo no presente estudo foi
realizado na mesma caixa de observacdo do teste de formalina na pata,
com algumas modificacdes (j& mencionadas no item 3.7). A caixa
consistia de acrilico, com paredes laterais, superior (tampa) e posterior
opacas e a parede anterior transparente. O assoalho da caixa era composto
de uma grade metalica condutora com barras distanciadas 0,8 cm entre si.
Um gerador de choque (EFF 342, Insight®) possibilitou a emissdo de
impulsos elétricos de baixa intensidade na grade, regulados a partir de
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controladores de intensidade e tempo. O condicionamento foi realizado
num ambiente com som atenuado, temperatura controlada (21 + 2°C) e
intensidade de luz de 80 lux e foi desenvolvido em trés fases ou sessdes
(Fig.4), descritas abaixo.

12 Familiarizacao: No primeiro dia, os animais foram colocados
na caixa de condicionamento para exploracdo do ambiente, por 20 min,
numa sessdo denominada familiarizagcdo, para que eles pudessem
conhecer esse ambiente e formar uma representacdo espacial relacionada
(FANSELOW, 2000).

2% Condicionamento: No segundo dia, o dia do condicionamento,
os animais foram colocados na caixa de choque e ap6s um periodo de
exploracdo de aproximadamente 10 min, foram submetidos & emisséo de
choques elétricos de baixa intensidade nas patas. Nesse momento, ocorre
a associacdo entre os dois estimulos, caixa (até entdo neutro) e choque
(El). Os animais do grupo ndo condicionado foram colocados na caixa de
condicionamento por igual periodo de tempo, mas sem emissdo de
choques elétricos. Apds experimentos de padronizacdo deste protocolo,
0s animais receberam no dia do condicionamento 5 choques de 0,4 mA,
com duracgdo de 1 segundo cada, intervalados em 30 segundos.

32 Teste: No terceiro dia, o dia do teste (um dia depois do dia do
condicionamento), os animais foram re-expostos a caixa de
condicionamento, desta vez, sem a emissdo de choques elétricos, para
realizacdo do registro comportamental (respostas nocifensivas e nao-
nocifensiva). Neste dia, 0s animais receberam inje¢des por via intratecal
(quando necessario), microinjecdo na SCPd (exceto nos experimentos de
padronizacdo dos choques elétricos), e injecdo subcutanea de formalina
na pata, antes da re-exposicao ao contexto (como explicado no protocolo
experimental, item 3.9).
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Figura 4. Condicionamento contextual aversivo. Vinte e quatro horas apds a
familiarizacdo a caixa de condicionamento, os animais foram submetidos a
choques elétricos de baixa intensidade nas patas, com intervalo e duracgdo fixos
(Sessdo de condicionamento). No dia seguinte, dia do Teste, os animais foram re-
expostos a caixa (contexto) imediatamente apOs a injecdo intraplantar de
formalina e respostas comportamentais nocifensivas e defensiva foram
registradas.

Nos intervalos entre as sessoes de familiarizagao, condicionamento
e teste foi realizada a assepsia da caixa com etanol 10%. Todas as
manifestagdes comportamentais exibidas durante as diferentes sessdes
foram registradas através de um sistema de video-camera, o que permitiu
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desta forma, a minuciosa avaliagdo, a posteriori, das respostas
comportamentais defensivas ((nocifensivas (levantar e morder/lamber a
pata injetada com formalina) e ndo nocifensivas (congelamento)). A
coleta de dados restringiu-se aos comportamentos expressos no dia da
sessdo teste. O tempo de congelamento e o de manifestacdes
comportamentais nocifensivas foram quantificados em segundos, com o
auxilio de um cronémetro.

Antecipadamente a implementacdo do paradigma de
condicionamento contextual aversivo em experimentos envolvendo a
microinjecdo na SCPd, foram realizados experimentos com a finalidade
de padronizacdo de um protocolo de condicionamento, em animais ndo
submetidos & implantacdo de cénula na SCPd, descrito no item 3.9
(fluxograma 2).

3.8 COMPOSTOS E SOLUGCOES

Os seguintes compostos (com concentragdes/doses e volumes)
foram utilizados para a realizagdo dos procedimentos experimentais:

- Cirurgia estereotaxica

- Xilazina (2%, 10mg/kg, Dopaser®, Calier, Espanha) e Cetamina
(10%, 90mg/Kg, Dopalen®, Vetbrands, Brasil), 90/10mg/kg, via
intraperitoneal (i.p.);

- Anestésico e vasoconstritor local (Cloridrato de Lidocaina 3%
com Norepinefrina 1:50.0000, Lidotensim 3%®, Probem, Brasil), 0,2mL,
via subcutanea;

- Associacdo de antibidticos (Pentabidtico®, 1.0mL/kg, Fort
Dodge, Brasil).

- Microinje¢édo na SCPd

- Glicina (Sigma Chemical, EUA) dissolvida em solucdo de salina
tamponada com fosfato (PBS), 10, 20, 50 e 80 nmoles, 0,3 UL, 0 grupo
controle recebia PBS;

- Azul de Evans (Vetec, Brasil) dissolvido em agua destilada para
a coloracéo dos sitios das microinjecoes, 0,3uL.
- Injecéo intratecal

- Isofluorano (2% em oxigénio hospitalar);
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- 6-Hidroxidopamina (Sigma, 6-OHDA) dissolvida em PBS e
acido ascorbico, 10 ug/20 pL (Dose efetiva em degenerar as inervagdes
noradrenérgicas nos modelos de degeneracdo usados por YOU et al.,
2010);

- Prazosina (Sigma, EUA), antagonista de receptores al-
adrenérgicos, dissolvida em &gua destilada (TANABE et al., 2005), 6
1g/20 pL (Dose maxima que nao afeta o controle motor conforme KIM
etal., 2013),

- loimbina (Tocris, EUA), antagonista de receptores ao-
adrenérgicos, dissolvida em &gua destilada (PARK et al., 2011; SHIN et
al.,, 2011), 20 pg/20 pL (Dose maxima e dentro da faixa de doses que
ndo afetam o controle motor conforme KIM etal., 2013 e OMOTE etal.,
1998; MAJCZYNSKI et al., 2006, respectivamente).

Os controles receberam os respectivos veiculos de cada composto.

As doses dos antagonistas de receptores a-adrenérgicos e da
neurotoxina catecolaminérgica foram escolhidos com base em estudos
que utilizaram doses efetivas em bloguear os efeitos da ativacao de fibras
noradrenérgicas descendentes (OMOTE et al., 1998; PARK et al., 2011;
SHIN et al., 2011, KIM et al., 2013; JEONG et al., 2014; YOU et al.,
2010).

- Teste de formalina na pata

- Formaldeido a 37% (Merck AG, Alemanha) diluida a 2% com
solucdo fisioldgica (0,9%), considerando a concentracdo inicial como
100%, volume de 50 uL, por via subcutanea, na pata posterior direita.

- Perfusédo intracardiaca

- Cloral hidratado a 15% (2,5 mg/mL/kg), via i.p.,
- Solucdo salina (NaCl 0,9%) por via intracardiaca,
- Solucdo de formalina (10%) por via intracardiaca.

3.9 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Previamente a aplicacdo do estimulo nocivo (formalina 2% em
solucdo salina a 0,9%, 50 pL) na superficie plantar da pata direita, foram
efetuadas a administracdo de farmacos por via intratecal (quando era o
caso) e a microinjecdo de glicina (ou PBS) na SCPd, exceto nos grupos
referentes aos experimentos de padronizacdo do protocolo de
condicionamento contextual aversivo. Porém, do mesmo modo que 0s
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outros grupos, esses animais receberam injecdo subcutanea de formalina
imediatamente antes da re-exposicao ao contexto.

A seguir sdo apresentados fluxogramas ilustrando o protocolo
experimental, 0 momento e o sitio de administracdo de drogas divididos
conforme os objetivos especificos da pesquisa.

Fluxograma 1. Identificagdo das concentragdes de glicina intra-
SCPd com potencial de induzir efeitos na nocicep¢do no teste de
formalina na pata.

Estereotaxia SCPd Microinjeg¢do de Glicina intra-SCPd » Injecdo de formalinana pata

| 0.3pL S min 2%, 50pL
- ¥ - q Familiarizagio [ 2 Teste
g 7 dias
— 24h

Os experimentos iniciais foram realizados com o propdsito de
verificar os possiveis efeitos da microinjecao de diferentes concentracdes
de glicina intra-SCPd sobre comportamentos relacionados & nocicepgdo
induzida por formalina na pata, foram testadas as concentra¢fes de 10,
20, 50 e 80 nmoles/sitio em grupos experimentais separados. As
concentracdes de glicina utilizadas neste estudo foram baseadas em
pesquisas que avaliaram seu potencial para produzir efeitos do tipo
ansiogénico (SCHMITT et al.,1995; CAROBREZ, TEIXEIRA,
GRAEFF, 2001; SANTOS etal., 2006) e efeitos hipo e hipernociceptivos
(MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI, 2008; MARTINS et al., 2010 a)
guando administradas na SCPd. Concentracbes maiores de glicina ndo
foram utilizadas nos experimentos devido ao fato de que a microinjecéo
deste aminoacido na concentracdo de 100 nmoles induziu em alguns
animais comportamento aversivo intenso, caracterizado por exoftalmia,
sobressaltos e corridas ap6s 35-40 min e permanecendo por
aproximadamente 40 min (MARTINS, 2009).

Apenas a maior concentracao de glicina testada, a de 80 nmoles,
teve efeito sobre o comportamento de morder/lamber a pata injetada com
formalina revelando-se capaz de aumentar o tempo despendido pelos
animais na expressdo desse comportamento. Por esse motivo, ndo
prosseguimos com as demais concentracbes de glicina quando
implementamos o0s demais experimentos utilizando o protocolo de
condicionamento contextual aversivo. Algumas consideracdes ainda
devem ser feitas em relacdo ao teste de formalina na pata:
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24 h antes do teste de formalina, os animais foram ambientados
(familiarizados) as condicdes experimentais (caixa de observacao,
luminosidade, ruido de fundo, odores da sala), porém, sem qualquer fonte
nociceptiva,

No fluxograma experimental 1 onde 1é-se “Teste” entenda-se a
sessdo na qual os animais foram colocados na caixa de observagdo (um
dia depois da familiarizagéo), imediatamente ap6s a injecao de formalina
na pata, nos experimentos iniciais, ndo envolvendo condicionamento
contextual,

Onde |&-se “Teste” nos demais fluxogramas, entenda-se a Sessdo
na qual os animais foram re-expostos ao contexto aversivo (um dia depois
da sessdo de condicionamento),

No dia do “Teste” foram mensurados durante 60 minutos, o tempo
despendido pelo animal na expressdo de comportamentos relacionados a
nocicepcdo induzida por formalina (morder/lamber e levantar a pata,
fluxogramas 1, 2 a 5) e relacionado ao medo (congelamento, fluxogramas
2ab).

Fluxograma 2. Padronizagdo do protocolo de condicionamento
contextual aversivo e paradigma de analgesia induzida contextualmente

Injecdo formalina pata
(2%. 50 uL)

. Familiarizacdo Condicionamento Cl Teste
24n 24N

Choque clétrico 5 x 0.4 mA
ou5x0.5mA ousx0,6mA
ou5x0,7mA

Neste protocolo, os animais foram familiarizados a caixa
condicionamento aversivo/observagéo por aproximadamente 20 min. No
dia seguinte, submetidos as outras duas fases: condicionamento e teste,
espacados em 24h. No dia do condicionamento, os animais foram
colocados na caixa de condicionamento aversivo/observacéo e apos 10
min de ambientacdo receberam o primeiro de 5 choques elétricos com
duracgdo de um 1s cada e com um intervalo de aplicacdo entre os choques
de 30 s. As intensidades de estimulos elétricos testadas foram 0,4 mA, 0,5
mA, 0,6 mA e 0,7 mA em grupos experimentais diferentes. Dois minutos
apo6s o Ultimo choque, os animais foram devolvidos as suas caixas
moradia. Os animais controle ndo receberam choques elétricos nas patas,
mas permaneceram na caixa de condicionamento/observacdo por um
periodo de tempo equivalente. No dia do teste, os animais receberam
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injecdo de formalina (2%/50 uL) por via subcutanea na pata direita
posterior e imediatamente foram colocados na caixa de
condicionamento/observacao na qual haviam recebido estimulos elétricos
no dia anterior. Comportamentos relacionados ao medo (congelamento) e
a nocicepcao (levantar e morder/lamber a pata injetada com formalina)
foram registrados por um sistema video-camera e analisados, a posteriori,
por um experimentador cego as condigdes experimentais.

A duracéo da expressdo de congelamento foi utilizada como indice
comportamental relacionado ao condicionamento contextual aversivo
(KINSCHECK, WATKINS, MAYER, 1984). O congelamento avaliado
neste trabalho refere-se ao comportamento expresso pelo animal no qual
ocorre a cessagao de todos os movimentos visiveis, exceto o da respiracéo
(BOLLES, COLLIER, 1976; FANSELOW, 1980). Outros parametros
gue acompanham esse comportamento (KINSCHECK, WATKINS,
MAYER, 1984) em conjunto ou em parte, também foram observados para
auxiliar na analise, como a exoftalmia, miccédo, defecacdo e piloerecéo.

Fluxograma 3. Efeitos da microinjecdo de glicina na SCPd sobre
respostas comportamentais nocifensivas (morder/lamber e levantar a
pata) e ndo nocifensiva (congelamento) durante a re-exposicdo ao
contexto aversivo

Estereotaxia SCPd Microinjegdo de Gicna intra-SCPd . |ty e formalina na pata

l 03 Smin 2,50
' . Familiarzagio [ dll  Condicionamento R d Teste
1dias
o 2h 24h

5x 0,4mA

Uma vez constatada a concentracdo de glicina capaz de eliciar
alteragdes no comportamento relacionado a nocicepgdo (80 nmoles) e
realizada a padronizagao do protocolo de condicionamento contextual (5
choques com intensidade de 0,4 mA, duracdo de 1s, intervalo entre os
choques de 30s), foram investigados os efeitos da microinjecédo de glicina
na SCPd sobre a expressdo de comportamentos relacionados a nocicepgéo
(levantar e morder/lamber a pata injetada com formalina) e ao medo
(congelamento) estando o animal em um ambiente aversivo.

O protocolo de condicionamento foi descrito nos itens 3.8 e 3.9
(fluxograma 2). No entanto, nesta etapa da pesquisa, no dia do teste, 0s
animais receberam microinjecao de 80 nmoles de glicina na SCPd , 5 min
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antes da injecdo de formalina na pata (e imediata re-exposi¢cdo ao
contexto).

Fluxograma 4. Potencial mediacdo de fibras noradrenérgicas
descendentes nas a¢des nociceptivas da glicina intra-SCPd nos contextos
neutro e aversivo

Estereotaxia SCPd Injegiointratecal de GOHDA Microinjegdo de Glicina intra-5CPd ——p  Injegio de formalinana pata
l{ 10pg20 034l Smin 2% 50

N e . —_— Familiarizacio [ d
w i B : h uh

Considerando que a modulacdo da dor pela atengdo (a pistas
contextuais, por exemplo) envolve vias descendentes (HEINRICHER,
FIELDS, 2013) e que diferentes contextos podem agir em estagios muito
iniciais da nocicepcdo (BUSHNELL et al., 1985; MATRE, CASEY,
KNARDAHL, 2006; EIPPERT et al.,, 2009 a, b; SPRENGER, et al.,
2012; GEUTER, BUCHEL, 2013), foram realizados experimentos para
investigar a participacdo de fibras noradrenérgicas descendentes que
terminam na medula espinal nos efeitos nociceptivos da glicina (na SCPd)
Nos contextos neutro e aversivo.

Apo6s 7 dias de recuperacdo da cirurgia estereotaxica, 0s animais
foram submetidos a injecéo intratecal (como previamente descrito no item
3.5) da neurotoxina 6-OHDA (10 pg / 20 pL) em dose efetiva em
degenerar inervacfes noradrenérgicas (YOU et al., 2010). Apds um
intervalo de quatro dias do procedimento intratecal, foi empreendida a re-
exposicdo dos animais ao contexto neutro ou aversivo (dia do teste),
considerando que o efeito da neurotoxina € maximo 4 dias ap6s o
tratamento (LEI et al., 2011).

Condiconamento  [EE Teste
2h

5x 0,4mA

Fluxograma 5. Discriminagdo dos receptores o-adrenérgicos
espinais envolvidos nos efeitos nociceptivos da microinjecdo de glicina
na SCPd no contexto neutro e aversivo
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Estereotaxia SCPd Injegdointratecal de loimbina »  Microinjecdo de Glicina intra-SCPd ¥ Injecdode formalinana pata
10min 5 min
l 20pg/20pL 03 25,504
Familiarizacdo Condicionamento Teste
Zfl h
5x 0,4mA
Estereotaxia SCPd Injeginintratecal de Prazosin - ——  Microinjecdo de Glicina inra-SCPd —  Injegdo de formalina na pata
10min Smin
l Suglaop 03u %500

~ e Familiarizag3o Condicionamento Teste
. 2 h 24h

5x 0,4mA

A sesséo de familiarizac@o e condicionamento ja foram descritas
anteriormente (item 3.8). No dia do teste, 24 h depois do dia do
condicionamento, grupos experimentais separados  receberam
admistragdo por via intratecal (item 3.5) de ioimbina (20 pg / 20 pL,
fluxograma 5A), antagonista de receptores oz-adrenérgicos ou prazosina
(6 ng / 20 pL, fluxograma 5B), antagonista seletivo para receptores o1-
adrenérgicos e 10 min depois foram conduzidos a microinjecdo de glicina
(80 nmoles /0,3 puL). Apds 5 min da microinjecéo cerebral, foram tratados
com formalina na pata e colocados na caixa de
observacdo/condicionamento.

310 CONFIRMACAO DO SITIO DE MICROINJEGCAO
INTRACEREBRAL

Ao término dos procedimentos experimentais, 0s animais
receberam uma solucdo anestésica contendo cloral hidratado a 15% (2,5
mg/mL/kg) via i.p., seguida por microinjecdo intracerebral de azul de
evans (0,3 uL) e perfusdo intracardiaca, inicialmente com solugéo salina
(NaCl 0,9%), seguida de solucdo de formalina (10%). Os encéfalos foram,
entdo, retirados e conservados individualmente em recipientes contendo
solucdo de formalina 10%. 48 h antes da realizacdo dos cortes
histologicos, os encéfalos foram transferidos para recipientes contendo
solugéo de sacarose 30%, para crioprotegao.

Com o propdsito de realizar a andlise histoldgica e verificacdo do
sitio de microinje¢do, cortes coronais (50 um de espessura) foram obtidos
utilizando um criostato (Leica CM 1850, Microsystems AG, Alemanha)
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(-20 °C). Os cortes foram fixados em laminas de vidro para microscopia,
previamente gelatinizadas. Apds secagem das laminas com os cortes
fixados, as mesmas foram coradas com a coloracdo de Giemsa, cobertas
com laminulas e seladas com resina sintética.

As laminas foram fotografadas em uma lupa acoplada a uma
camera (Motic Moticam 2000, 2.0 MP Live Resolution) associada a um
programa de imagens (Motic Image Plus 2.0). Os cortes histoldgicos
foram comparados com os diagramas do atlas de neuroanatomia de rato
(PAXINOS, WATSON, 2009).

3.11 APRESENTACAO DOS DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

Com proposito de analise de dados, os resultados relacionados aos
comportamentos nocifensivos induzidos por formalina na pata (levantar
e morder/lamber a pata) sdo apresentados na seguinte disposicao:

- Primeira fase do teste de formalina (Fase ), correspondente ao
periodo de 5 minutos ap6s a injecdo de formalina na pata, Segunda fase
do teste de formalina, que, neste trabalho foi dividida em:

- Fase Il A, dos 10 aos 35 minutos do teste nociceptivo,

- Fase Il B, dos 35,1 aos 60 minutos ap6s a inje¢do subcutanea
(pata) deste agente nocivo.

A divisdo da fase Il (fases Il A e Il B) é semelhante a adotada por
Gutierrez e colaboradores e representam o inicio e o final da fase tardia
do teste de formalina (GUTIERREZ et al., 2003).

Os dados referentes ao comportamento de congelamento séo
apresentados até 0s 15 minutos ap0s a re-exposicao ao contexto aversivo,
pois apenas nesse periodo 0s animais expressaram esta resposta
comportamental defensiva.

As andlises estatisticas dos dados dos comportamentos
nocifensivos (levantar e morder/lamber a pata) foram realizados
conforme a divisdo do teste de formalina mencionada acima, ou seja, para
a primeira fase do teste (Fase I), para a Fase Il A e para a Fase Il B. Os
dados condizentes ao comportamento de congelamento foram analisados
até os 15 minutos apds a re-exposi¢ao ao contexto aversivo.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) de uma, duas ou trés vias, conforme o caso, considerando
como fatores independentes o tratamento da SCPd ou o tratamento da
SCPd e o condicionamento ou o tratamento da SCPd, o condicionamento
e 0 tratamento intratecal, respectivamente. Apo6s essas analises, foi
utilizado o teste post-hoc de Dunnet, para determinar as diferengas em
relagdo ao grupo controle, quando necessario, ou o teste post-hoc de
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Duncan, para estabelecer as diferencas entre 0s grupos experimentais,
ambos considerando o valor de significancia estatistica de P < 0,05. Os
dados foram analisados utilizando o programa Statistica® 7 (StatSoft
Inc., EUA) e representados em graficos confeccionados com o programa
GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism, EUA). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
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4 RESULTADOS

Os resultados referentes aos comportamentos nocifensivos
(levantar e morder/lamber a pata) induzidos por formalina serdo descritos
em trés partes, conforme divisdo do teste de formalina j& mencionada:
uma fase inicial, denominada de Fase |, correspondente ao periodo de 5
minutos apos a injecdo de formalina na pata, Fase Il A, dos 10 aos 35
minutos do teste de formalina e Fase 1l B, dos 35,1 aos 60 minutos do
teste algesimétrico. Efeitos diferenciais da microinjecéo de glicina intra-
SCPd dos 10 aos 35 min e dos 35,1 aos 60 min do teste de formalina
direcionou a escolha da divisdo da anélise dos dados e apresentacéo dos
resultados em Fase Il A e Fase Il B. Os resultados pertencentes ao
comportamento de congelamento correspondem ao periodo de 15
minutos ap0s a re-exposicdo ao contexto aversivo, pois apenas neste
periodo os animais manifestaram este comportamento, apesar de serem
re-expostos ao contexto por 60 min.

4.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE GLICINA INTRA-SCPd NO
TESTE DE FORMALINA NA PATA

Esse experimento teve como objetivo determinar a (S)
concentracdo (0es) de glicina com potencial (is) para alterar o tempo de
expressdo dos comportamentos nocifensivos de levantar e morder/lamber
a pata injetada com formalina. As concentracfes de glicina utilizadas
neste estudo foram baseadas em pesquisas que avaliaram seus potenciais
para produzir efeitos do tipo ansiogénico (SCHMITT et al., 1995;
CAROBREZ et al., 2001; SANTOS et al, 2006) ou efeitos
hiponocifensivo e/ou hipernocifensivo (MARTINS, CAROBREZ,
TONUSSI, 2008; MARTINS et al.,, 2010) quando microinjetadas na
SCPd.
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Figura 5. Efeito da microinjecdo de glicina na SCPd na primeira fase do
teste de formalina na pata em ratos. A administracdo de glicina na SCPd néo
alterou o tempo de expressdo do comportamento de levantar a pata (A) nem o
tempo de manifestacdo do comportamento de morder/lamber (B) a pata injetada
com formalina em relagdo ao grupo que recebeu PBS na SCPd. As barras

Concentragdo de glicina (nmoles)

Concentragao de glicina (hmoles)

representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via.

Durante a primeira fase do teste de formalina, a ANOVA de uma
via mostrou que ndo houve efeito do tratamento da SCPd sobre o tempo
despendido pelo animal em levantar (Faz = 1,35; P = 0, 2724) ou
morder/lamber (Fa30 = 1,20; P = 0, 3282) a pata injetada com formalina
(Fig. 5A e Fig. 5B, respectivamente).
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Figura 6. Efeito hipernociceptivo da microinjecdo de glicina na SCPd no
teste de formalina na pata em ratos. Em A: microinjecdo de glicina na SCPd
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ndo ocasionou alteragcdes no tempo de manifestagdo da resposta nocifensiva de
levantar a pata. Em B: 80 nmoles de glicina tiverem efeito significativo sobre a
nocicepcdo induzida por formalina na pata. O grupo que recebeu 80 nmoles de
glicina intra-SCPd aumentou o tempo de expressdo do comportamento de
morder/lamber em comparagdo ao grupo controle, tratado com PBS intra-SCPd.
As barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via seguida
do teste Post hoc de Dunnet. * P < 0,05.

Dos 10 aos 35 minutos do teste de formalina, a ANOVA de uma
via mostrou que o tratamento da SCPd com glicina (Faz3 = 2,19; P =
0,09316) ndo teve efeito sobre o comportamento de levantar a pata (Fig.
6A). Em relagdo ao comportamento de morder/lamber a pata, houve efeito
do fator tratamento da SCPd neste periodo do teste de formalina, como
indicado pela ANOVA de uma via (Fs30 = 4,60; P = 0,0051) (Fig. 6B).
Os dados mostraram que o grupo tratado com 80 nmoles de glicina teve
aumento no tempo despendido na expressdo deste comportamento
relacionado & nocicepgdo. O teste post-hoc de Dunnet indicou diferenca
significante entre o grupo tratado com glicina e o grupo controle, tratado
com PBS (P = 0,0285). O efeito pro-nocifensivo da microinjecdo de
glicina na SCPd no teste de formalina na pata mostrado nesse
experimento é sustentado pelo resultado obtido por MARTINS et al.
(2010 a), que mostrou que a microinjecdo de 80 nmoles de glicina na
SCPd aumentou o numero de comportamentos nocifensivos durante o
teste de formalina na pata. Assim, esta concentracdo de glicina foi
selecionada para o tratamento da SCPd nos experimentos seguintes do
presente trabalho.

A O ess B 0 ees
3 glicina 10 nmoles [ slicina 10 nmoles
3 glicina 20 nmoles O glicina 20 nmoles
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Figura 7. Efeito da microinjecdo de glicina na SCPd na fase Il B do teste de
formalina na pata em ratos. A microinjecéo de glicina na coluna dorsal da SCP
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ndo alterou o tempo de expressdo dos comportamentos nocifensivos de levantar
(A) e de morder/lamber a pata (B) comparando-se ao grupo que recebeu PBS na
SCPd. As barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via.

N&o houve efeito do tratamento da SCPd com glicina sobre os
comportamentos nocifensivos dos 35,1 aos 60 min do teste de formalina,
conforme mostrou a ANOVA de uma via para 0 comportamento de
levantar (Fig 7A; Faz = 0,95; P = 0,4440) e para o comportamento de
morder/lamber (Fig 7B; Fa3 = 1,10; P = 0,3720) a pata injetada com
formalina.

4.2 EFEITO DA ADMINISTRAGCAO DE GLICINA NO COLICULO
SUPERIOR NO TESTE DE FORMALINA NA PATA

Alguns procedimentos estereotaxicos ndo obtiveram éxito em
acertar o sitio cerebral desejado, a SCPd. Dentre os pontos fora da SCPd,
o coliculo superior (CS) foi a estrutura mais atingida. Assim,
microinjecGes das mesmas concentracdes de glicina administradas na
SCPd também foram realizadas no CS. Microinje¢fes em outras colunas
da SCP, ou seja, na SCPvI e na SCPI também foram realizadas, porém as
amostras ndo atingiram o namero suficiente para a apresentacdo destes
dados.

FASE |
A [ pes B 3 res
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morder/lamber (s)

Concentragdo de glicina (nmoles) Concentragdo de glicina (nmoles)

Figura 8. Efeito da microinjecao de glicina no CS na primeira fase do teste
de formalina na pata em ratos. A administracdo de glicina no CS néo alterou o
tempo de expressdo do comportamento de levantar a pata (A) nem o tempo de
manifestacdo do comportamento de morder/lamber (B) a pata injetada com
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formalina em relacdo ao grupo que recebeu PBS no CS. As barras representam a
média = E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via.

Durante a primeira fase do teste de formalina, a ANOVA de uma
via mostrou que ndo houve efeito do tratamento do CS sobre o tempo
despendido pelo animal em levantar (Fig. 8A; Fs30=0,08; P =0,9873) ou
morder/lamber (Fig. 8B; Faz = 0,03; P = 0,99) a pata injetada com
formalina.
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Figura 9. Efeito da microinje¢do de glicina no CS na fase 11 A do teste de
formalina na pata em ratos. A administracdo de glicina no CS ndo alterou o
tempo de expressdo do comportamento de levantar a pata (A) nem o tempo de
manifestacdo do comportamento de morder/lamber (B) a pata injetada com
formalina em relagdo ao grupo que recebeu PBS na SCPd. As barras representam
a média £ E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via.

Dos 10 aos 35 minutos do teste de formalina na pata ndo houve
efeito do tratamento do CS sobre o tempo de manifestacdo dos
comportamentos de levantar (Fig. 9A; Fa3 = 1,82; P = 0,1504) e
morder/lamber a pata (Fig. 9B; Fs3 = 0,10; P = 0,97), conforme
indicado pela ANOVA de 1 via.

FASE |1 B
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Figura 10. Efeito da microinjecéo de glicina no CS na fase 11 B do teste de
formalina na pata em ratos. A administracdo de glicina no CS ndo alterou o
tempo de expressdo do comportamento de levantar a pata (A) nem o tempo de
manifestacdo do comportamento de morder/lamber (B) a pata injetada com
formalina em relagéo ao grupo que recebeu PBS na SCPd. As barras representam
a média £ E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via.

A ANOVA de 1 via mostrou que a microinjecdo de glicina no CS
n&o ocasionou efeito sobre o tempo de manifestagdo dos comportamentos
nocifensivos de levantar (Fig. 10 A; Fs3 = 0,16 ; P = 0,9548) e
morder/lamber (Fig. 10 B; F430=0,15; P = 0,9581) a pata.

4.3 EFEITOS DE INTENSIDADES CRESCENTES DE CHOQUES

ELETRICOS NO COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO
CONTEXTUALMENTE INDUZIDO

* %k

Tempo de
congelamento (s)
g

Intensidade de choque (mA)

Figura 11. Congelamento induzido pelo contexto aversivo. As barras
representam a média = E.P.M. de 7 animais. Efeito de diferentes intensidades de
choques elétricos no tempo de expressao de comportamento relacionado ao medo.
Menores intensidades causaram maiores periodos de manifestagdo de
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congelamento. ANOVA de 1 via, seguida pelo post hoc de Dunnet.*** P < 0,001;
** P < 0,01 em relagdo ao grupo controle, ndo condicionado. * P < 0,05 em
comparagdo a intensidade de 0,4 mA.

Esses experimentos foram realizados em animais ndo submetidos
a estereotaxia, mas tratados com formalina na pata, com o proposito de
padronizagdo do protocolo de condicionamento contextual aversivo no
teste de formalina. A duracdo da resposta defensiva de congelamento foi
utilizada como um critério comportamental para avaliagdo deste
protocolo (KINSCHECK, WATKINS, MAYER, 1984).

A ANOVA de uma via indicou que houve efeito do fator
intensidade de choque (Fig. 11; Fa30= 8,68; P = 0,0001) sobre o tempo
despendido pelo animal na expressdo do comportamento de
congelamento. O teste post-hoc de Duncan indicou diferenca significante
na manifestacdo comportamental de congelamento no dia do teste, entre
0s grupos de animais submetidos ao estimulo elétrico nas patas e 0 grupo
gue nado recebeu o estimulo no dia do condicionamento (0,4 mA, P =
0,0001; 0,5 mA, P = 0,0008; 0,6 mA, P =0,0013; 0,7 mA, P = 0,0031),
confirmando a expressdo de comportamento relacionado ao medo
contextualmente induzido. O grupo que recebeu a maior intensidade de
estimulacdo elétrica nas patas (0,7 mA) expressou por menor tempo o
comportamento de congelamento que o grupo que recebeu a intensidade
menor (0,4 mA). (0,7 mA vs. 0,4 mA, P =0,0276).

4.4 EFEITOS DE INTENSIDADES CRESCENTES DE CHOQUES
ELETRICOS NA ANALGESIA INDUZIDA CONTEXTUALMENTE
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Figura 12. Efeitos de choques elétricos de baixas intensidades no dia do
condicionamento sobre a expressdo comportamental nocifensiva na Fase 1.
As barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via mostrou
que ndo houve efeito da estimulacdo elétrica no dia do condicionamento sobre
comportamentos nocifensivos na primeira fase do teste de formalina expressos
no dia do teste. A: levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com
formalina.

Compondo o processo de padronizagdo do protocolo e
condicionamento contextual, a analgesia induzida pelo contexto aversivo
foi verificada um dia apdés o pareamento do contexto com diferentes
intensidades de choques elétricos. A ANOVA de 1 via mostrou que na
fase | do teste de formalina, ndo houve efeito de quaisquer intensidade de
estimulacéo elétrica sobre a expressdo comportamental de levantar (Fig.
12 A; Fa30=0,98; P = 0,4282) e de morder/lamber a pata injetada com
formalina (Fig 12 B; Fa30= 0,44; P = 0,7700).
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Figura 13. Efeitos de estimulos elétricos de baixa intensidade no dia do
condicionamento sobre a expressao comportamental nocifensiva na Fase 11
A. As barras representam a média = E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via,
seguida pelo teste post hoc de Dunnet. .** P < 0,01; em relagdo ao grupo controle,
ndo condicionado. ** P < 0,01; *** P < 0,001 em comparagdo a intensidade de 0,4
mA. A: levantar a pata; B: morder/lamber.

A ANOVA de 1 via indicou que diferentes intensidades de choques
elétricos aplicados na pata dos animais no dia do condicionamento nédo
tiveram efeito sobre a manifestagdo do comportamento de levantar a pata
(Fig. 13 A ; Fa30=1,74; P = 0,16552) na fase 1A do teste de formalina,
mas reduziram o tempo de expressdo comportamental de morder/lamber
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(Fig. 13 B ; F4,30=6,09; P = 0,0010). O teste post hoc de Duncan apontou
diferenca entre o grupo estimulado com 0,4 mA e o grupo controle, ndo
submetido ao estimulo incondicionado (P = 0,0036) e entre os demais
grupos (0,4 vs. 0,5 P = 0,0003; 0,4 vs. 0,6 P = 0,0068; 0,4 vs. 0,7 P =
0,0004).
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Figura 14. Efeitos de estimulos elétricos de baixa intensidade no dia do
condicionamento sobre a expressao comportamental nocifensiva na Fase |1
B. As barras representam a média £ E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 1 via. A:
levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina.

Na fase Il B do teste de formalina, a ANOVA de 1 via mostrou ndo
haver efeito de choques elétricos de distintas intensidades aplicados nas
patas no dia do condicionamento, sobre a manifestacdo nocifensiva no dia
do teste (Fig. 14 A: levantar, Fa3 = 1,39, P = 0,2587; Fig 14 B:
morder/lamber, Fa3=0,29, P =0,8766).

Apesar de todas as intensidades de choques elétricos utilizadas no
dia do condicionamento induzirem, no dia do teste, aumento do indice
comportamental de medo (tempo de congelamento), apenas a intensidade
de 0,4 mA, na fase Il A (Fig. 10 B), resultou em reducdo significante do
comportamento relacionado a nocicepcdo morder/lamber (analgesia
induzida pelo condicionamento contextual) quando os animais foram re-
expostos ao contexto no dia do teste (dia em que ocorreu a injecdo de
formalina). Por esse motivo, nos demais protocolos padronizou-se a
intensidade de 0,4 mA de estimulo elétrico para ser aplicada no dia do
condicionamento. Ap6s padronizacdo do protocolo de condicionamento
contextual aversivo, implementamos, no dia do teste, a manipulagdo
farmacolégica da SCPd, com glicina e a injecéo intraplantar de formalina
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4.5 EFEITOS DA MICROINJEGCAO DE GLICINA NA SCPd SOBRE O
COMPORTAMENTO RELACIONADO AO MEDO E
COMPORTAMENTOS NOCIFENSIVOS NO CONTEXTO
AVERSIVO
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Figura 15. Efeito do tratamento da SCPd com glicina sobre o tempo de
expressdo de congelamento na re-exposi¢do ao contexto aversivo. O eixo y
corresponde ao tempo despendido no congelamento induzido contextualmente.
No eixo x, NC = grupos ndo-condicionado; C = grupos condicionados. ANOVA
de 2 vias, seguida pelo teste post hoc de Duncan. *** P < 0,001, em relago ao
grupo controle, ndo condicionado; * P < 0,05 em comparagdo ac grupo ndo
condicionado tratado com glicina intra-SCPd; * P < 0,05 em relagdo ao grupo
controle condicionado, que recebeu PBS na SCPd. As barras representam a média
* E.P.M. de 7 animais. NC = ndo-condicionado; C = condicionado.

Os dados mostraram que os animais do grupo nao condicionado
manifestaram muito pouco ou nenhum congelamento induzido pelo
contexto aversivo (Fig. 15). A ANOVA de duas vias indicou efeito do
condicionamento contextual aversivo sobre o tempo despendido pelos
animais no comportamento de congelamento (Fig. 15; F124= 28,58; P =
0,0001). A re-exposicdo dos animais que receberam PBS na SCPd ao
contexto, pareado 24 antes com choques elétricos, resultou em evidente
aumento do tempo de expressdo do comportamento de congelamento
comparando-se com o grupo controle ndo condicionado. O teste post-hoc
de Duncan apontou diferenca significante entre os dois grupos (C-PBS
vs. NC-PBS, P = 0,0001). O grupo condicionado tratado com glicina
intra-SCPd  apresentou maior tempo na manifestacdo desse
comportamento contextualmente induzido em relagdo ao seu grupo
contraparte ndo condicionado (C-glicina vs. NC-glicina, teste post-hoc de
Duncan, P = 0,0194) e menor duracgdo na expressao do congelamento em
comparagao ao grupo controle condicionado, tratado com PBS, existindo
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diferenca significante entre esses dois grupos (C-glicina vs. C-PBS, P =
0,0206), conforme indicado pelo teste post-hoc de Duncan.
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Figura 16. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd sobre a expressdo
comportamental nocifensiva na Fase | nos contextos neutro e aversivo. As
barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 2 vias seguida do
post hoc de Duncan. A: levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com
formalina. NC = ndo-condicionado; C = condicionado.

Durante a primeira fase do teste de formalina, a ANOVA de duas
vias indicou que ndo houve efeito do condicionamento e do tratamento da
SCPd, nem interacéo entre esses dois fatores sobre os comportamentos de
levantar e morder/lamber a pata (Fig. 16 A e B; condicionamento, F1 4=
3,09; P = 0,0912; tratamento da SCPd, Fi24 = 0,74; P = 0,3968 ¢
interacdo, F124 = 0,00; P = 0,9259, para o levantar a pata, Fig. 16A,;
Condicionamento, F124= 0,73; P = 0,3987; tratamento da SCPd, Fi 4=
0,18; P = 0,6750; interacdo, Fi124 = 0,17; P = 0,6778, para o
morder/lamber a pata injetada com formalina, Fig. 16 B).
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Figura 17. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd sobre a expressdao
comportamental nocifensiva na Fase Il A nos contextos neutro e aversivo.
As barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 2 vias, seguida
de post hoc de Duncan. * P < 0,05 e ***P < 0,001 em relagdo ao grupo controle,
ndo condicionado; *** P < 0,001 em comparagdo ao grupo nao condicionado
tratado com glicina intra-SCPd; #* P < 0,05 em relagdo ao grupo controle
condicionado, que recebeu PBS na SCPd. A: levantar a pata; B: morder/lamber
a pata injetada com formalina. NC = ndo-condicionado; C = condicionado.

Dos 10 aos 35 minutos do teste de formalina, a ANOVA de duas
vias mostrou que ndo houve efeito do fator condicionamento (Fig. 17 A,
F124=0,01; P = 0,9035), do fator tratamento da SCPd (Fig. 17 A; F124=
3,53; P =0,0721), nem interagdo entre os fatores (Fig. 17 A; F124=2,43;
P = 0,1319) sobre a expressdo do comportamento de levantar a pata
injetada com formalina.

A ANOVA de duas vias indicou que houve efeito do fator
condicionamento (Fig. 17 B; Fi24 = 20,68; P = 0,0001) e do fator
tratamento da SCPd (Fig. 17 B; Fi24 = 27,69; P = 0,0001) sobre o
comportamento de morder/lamber dos 10 aos 35 minutos do teste de
formalina. Os dados mostraram que a re-exposi¢do dos animais que
receberam PBS intra-SCPd ao contexto previamente pareado com
choques elétricos resultou em reducgéo deste comportamento nocifensivo,
comparando-se com animais do grupo ndo condicionado, tratados com
PBS intra-SCPd. O teste post-hoc de Duncan indicou diferenca
significante entre esses dois grupos (C-PBS vs. NC-PBS, P = 0,0380),
confirmando a expressdo de analgesia induzida pelo condicionamento
contextual. A microinjecdo de glicina intra-SCPd aumentou o tempo
despendido em morder/lamber a pata injetada com formalina dos animais
ndo condicionados (NC-PBS vs. NC-glicina, teste post-hoc de Duncan, P
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= 0,0001), reproduzindo os resultados do primeiro experimento,
condizentes a acdo hipernociceptiva do tratamento da SCPd com glicina.
Os animais do grupo condicionado que receberam glicina intra-SCPd
reduziram o tempo de expressdo do comportamento de morder/lamber a
pata injetada com formalina em comparacdo aos animais do grupo ndo
condicionado tratados com glicina intra-SCPd, havendo diferenga
significante entre esses dois grupos, conforme apontado pelo teste post-
hoc de Duncan (C-glicina vs. NC-glicina, P = 0,0004), sugerindo que o
condicionamento contextual aversivo impediu o efeito hipernociceptivo
da microinjecgdo de glicina na SCPd no teste de formalina na pata. O grupo
condicionado, que recebeu glicina foi diferente do grupo condicionado
gue recebeu PBS na SCPd (C-glicina vs. C- PBS, P = 0,0162).
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Figura 18. Efeitos da glicina exodgena intra-SCPd sobre a expressao
comportamental nocifensiva na Fase Il B em diferentes contextos. As barras
representam a média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 2 vias. A: levantar a
pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC = ndo-condicionado;
C = condicionado.

Dos 35,1 aos 60 minutos do teste de formalina, ndo houve efeito
do tratamento da SCPd, do condicionamento e nem interacdo entre eles
sobre 0 comportamento de levantar a pata (Fig. 18 A, condicionamento,
F124=0,73; P = 0,3987; tratamento da SCPd, Fi2,=0,18; P = 0,6750;
interacdo, Fi24 = 0,17; P = 0,6775) e sobre o comportamento de
morder/lamber a pata tratada com formalina (Fig. 18 B, condicionamento,
F124=10,09; P = 0,7630; tratamento da SCPd, , F124=0,58; P = 0,4533;
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interacdo, F124 = 0,00; P = 0,9534), como indicado pela ANOVA de 2
vias.

Os resultados referentes aos comportamentos nocifensivos de
levantar e morder/lamber a pata dos experimentos que utilizaram a
injecdo por via intratecal da neurotoxina de fibras noradrenérgicas 6-
OHDA e dos antagonistas de receptores o1 e oz-adrenérgicos (prazosina
e ioimbina) previamente ao tratamento da SCPd, serdo descritos em
conjunto, adotando a divisdo do teste de formalina em trés periodos: Fase
I, Fase Il A (dos 10 aos 35 minutos) e Fase Il B (dos 40 aos 60 minutos).
Logo depois, segue a descricdo dos resultados dos experimentos de
manipulacdo farmacol6gica intratecal e intracerebral (SCPd) associados
ao comportamento de congelamento.

4.6 EFEITOS DA DEGENERACAO DE FIBRAS
NORADRENERGICAS DESCENDENTES E DE ANTAGONISTAS
DE RECEPTORES o-ADRENERGICOS ESPINAIS NAS ACOES
NOCICEPTIVAS DA GLICINA INTRA-SCPd EM DIFERENTES
CONTEXTOS
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Figura 19. Efeitos da glicina exo6gena intra-SCPd e da degeneracao
noradrenérgica espinal sobre a expressdo comportamental nocifensiva na
Fase | em diferentes contextos. As barras representam a média = E.P.M. de 7
animais. ANOVA de 3 vias seguida do post hoc de Duncan. A: levantar a pata;
B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC = ndo-condicionado; C =
condicionado.

Nenhum dos trés fatores independentes (condicionamento,
tratamento intratecal e tratamento da SCPd) teve efeito sobre os
comportamentos de levantar (Fig. 19 A; condicionamento, F14=1,31; P
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= 0,2578; tratamento intatecal, F145= 0,20; P = 0, 6557; tratamento da
SCPd, Fi14s= 0,41 ; P = 0,5228) e morder/lamber a pata (Fig. 19 B;
condicionamento, F148=1,97 ; P =0, 1667; tratamento intatecal, F1 4=
0, 96; P = 0, 3306; tratamento da SCPd, Fi4= 1,57, P =0, 2155);
durante a primeira fase do teste de formalina nos grupos experimentais
condizentes ao protocolo que utilizou a neurotoxina 6-OHDA por via
intratecal, também ndo houve interacdo entre os fatores, conforme
indicado pela ANOVA de trés vias; para o levantar a pata
(condicionamento e intratecal, F1,4s= 0,29; P =0,5894; condicionamento
e SCPd, Fi14s= 1,69 P = 0,1994; intratecal e SCPd, F14s= 0,38; P =
0,5373; condicionamento, intratecal e SCPd, F14s= 2,46; P = 0,1232);
para o morder/lamber a pata (condicionamento e intratecal, F1.4s = 0,01;
P = 0,9096; condicionamento e SCPd, F14s= 0,33 P = 0,5651; intratecal
e SCPd, F14s = 2,33; P = 0,1333; condicionamento, intratecal e SCPd,
F148= 2,30; P = 0,1355).
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Figura 20. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd e da administragdo por via
intratecal de ioimbina sobre a expressdo comportamental nocifensiva na
Fase | em diferentes contextos. As barras representam a média + E.P.M. de 7
animais. ANOVA de 3 vias seguida do post hoc de Duncan. A: levantar a pata;
B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC = n&o-condicionado; C =
condicionado.

Nos experimentos referentes a injecdo intratecal de ioimbina
previamente a microinje¢do de glicina intra-SCPd, A ANOVA de trés
vias indicou efeito do fator condicionamento sobre 0 comportamento de
levantar a pata (Fig. 20 A) durante a primeira fase do teste de formalina
(F1,48=5,76; P =0,0203), porém, o teste post-hoc de Duncan mostrou que
ndo houve diferenca significante entre os grupos. N&o houve efeito do
tratamento intratecal (F145=2,97; P = 0,9125) e da SCPd (F14=0,49; P
= 0,4859) sobre a expressdo deste comportamento nocifensivo. A
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ANOVA de 3 vias também indicou que ndo houve interagdo ente 0
condicionamento e o tratamento intratecal (Fi14s = 3,49; P = 0,0675),
condicionamento e o tratamento da SCPd (Fi4s = 0,03; P = 0,8439),
tratamento intratecal e da SCPd (Fis = 0,14; P = 0,7081) e
condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd (Fi4s =
0,27; P =0,6031). Em relagdo ao comportamento de morder/lamber (Fig.
20 B), ndo ocorreu efeito de quaisquer dos trés fatores independentes
((tratamento intratecal (F1,4s= 0,28; P =0,5935); condicionamento (F1,4s
= 0,11 ; P =0,7323) e tratamento da SCPd (F14s=; P =)), nem interagdo
entre eles ((condicionamento e tratamento intratecal (F14s = 0,44; P =
0,5069), condicionamento e tratamento da SCPd (F1.4s = 0,00; P = 0,947),
tratamento intratecal e da SCPd (Fi4s = 0,02; P = 0,8747) e
condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd (Fi.4s =
0,28; P = 0,5989)) sobre este comportamento relacionado a nocicepgao.
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Figura 21. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd e da administracgéo por via
intratecal de prazosina sobre a expressdo comportamental nocifensiva na
Fase | em diferentes contextos. As barras representam a média + E.P.M. de 7
animais. ANOVA de 3 vias seguida do post hoc de Duncan. A: levantar a pata;
B: morder/lamber. NC = ndo-condicionado; C = condicionado.

A ANOVA de trés vias indicou efeito significante do tratamento
intratecal com prazosina sobre o comportamento de morder/lamber a pata
(Fig. 21 B) durante a primeira fase do teste de formalina (F1,4s = 6,83, P
= 0,0118), porém, o teste post-hoc de Duncan indicou que nio houve
diferenca significante entre os grupos ndo condicionado e condicionado
em relacdo aos seus respectivos controles, nem entre os animais do
mesmo grupo (tanto para o grupo ndo condicionado, quanto para o
condicionado) em relagdo aos tratamentos intratecal e intracerebral.
Nenhum dos outros fatores independentes teve efeito sobre o
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comportamento de morder/lamber a pata (Fig. 21 B; condicionamento,
F148=0,70; P = 0,4062; tratamento da SCPd, F1.4s=0,05; P = 0,8202).
A ANOVA de trés vias indicou ndo haver efeito de interagdo entre os
fatores sobre a manifestagdo do comportamento de morder/lamber
((condicionamento e tratamento intratecal (F14s = 0,46; P =0,4963),
condicionamento e tratamento da SCPd (Fi4s = 1,14; P = 0,2893),
tratamento intratecal e da SCPd (Fi4s = 1,21; P = 0,2760) e
condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd (Fi4s =
0,65; P = 0,4234)).

N&o houve efeito significante dos trés fatores independentes sobre
0 comportamento de levantar a pata (Fig. 21 A; condicionamento, F1 5=
3,21; P = 0,0793; tratamento intatecal, F14s = 3,69; P = 0,0606 e
tratamento da SCPd, F145= 1,55; P = 0,2185) durante a primeira fase do
teste de formalina, também n&o houve efeito de interacdo entre os fatores,
conforme mostrado pela ANOVA de trés vias ((condicionamento e
tratamento intratecal (F14s = 0,14; P = 0,7047), condicionamento e
tratamento da SCPd (F14g=0,00; P = 0,9795), tratamento intratecal e da
SCPd (F148=0,00; P = 0,9346) e condicionamento, tratamento intratecal
e tratamento da SCPd (F14s=0,01; P = 0,9143)).
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Figura 22. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd e da administragado por via
intratecal de 6-OHDA sobre a expresséo comportamental nocifensiva na
Fase Il A em diferentes contextos. As barras representam a média + E.P.M. de
7 animais. ANOVA de 3 vias, seguida de post hoc de Duncan. * P < 0,05 e em
relagdo ao grupo controle, ndo condicionado, tratado com veiculo e PBS; * P <
0,05e ** P < 0,01 em comparagdo ao grupo ndo condicionado tratado com veiculo
por via intratecal glicina intra-SCPd; ## P < 0,001 em relacdo ao grupo controle
condicionado, que recebeu veiculo intratecalmente e PBS na SCPd. @@ P < 0,01
em comparacdo ao grupo condicionado tratado com 6-OHDA por via intratecal e
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PBS intra-SCPd. A: levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com
formalina. NC = ndo-condicionado; C = condicionado.

Nos experimentos correspondentes a administracdo de 6-OHDA
por via intratecal, previamente a microinjecdo de glicina na SCPd, A
ANOVA de trés vias mostrou que dos 10 aos 35 minutos do teste de
formalina, houve efeito do fator condicionamento (F1, 45 = 11,84; P =
0,0012), interacdo entre o condicionamento e o tratamento intratecal (F,
48 = 7,63; P = 0,0081), entre o condicionamento e tratamento da SCPd
(F1,48 = 4,06; P =0,0493) e entre o tratamento intratecal e o tratamento
da SCPd (F1, 48 = 16,60; P = 0,0001) sobre o tempo de despendido em
morder/lamber a pata (Fig. 22 B). O teste post-hoc de Duncan indicou
diferenca significante entre o grupo condicionado, tratado com veiculo
por via intratecal e PBS intra-SCPd e o grupo controle, ndo condicionado,
com igual tratamento intratecal e intracerebral (C-veiculo-PBS vs. NC-
veiculo-PBS, P = 0,0214), sendo que o grupo condicionado reduziu o
tempo de manifestacdo do comportamento de morder/lamder a pata em
relacdo ao grupo ndo condicionado, confirmando a expressao de analgesia
induzida pelo condicionamento contextual. Os animais néo
condicionados, tratados com veiculo intratecal, que receberam glicina
intra-SCPd  despenderam mais tempo no comportamento de
morder/lamber do que o grupo nédo condicionado-veiculo-PBS (teste post-
hoc de Duncan, NC-veiculo-glicina vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0238),
corroborando resultados anteriores deste trabalho que mostraram que a
microinjecdo de glicina na SCPd aumenta o tempo de expressdo deste
comportamento relacionado a nocicepgdo. Animais submetidos ao
condicionamento contextual, que receberam veiculo intratecal e tratados
com glicina intra-SCPd manifestaram por menos tempo 0 comportamento
de morder/lamber que o grupo contraparte ndo condicionado (teste post-
hoc de Duncan, C-veiculo-glicina vs. NC-veiculo-glicina, P = 0,0016),
indicando inibi¢do do efeito hipernociceptivo da glicina intra-SCPd no
contexto aversivo, confirmando resultados de experimentos anteriores
deste estudo. Os animais condicionados, que receberam a neurotoxina
noradrenérgica 6-OHDA por via intratecal e PBS por via intracerebral
(SCPd) ndo apresentaram diferenga significante de seus contrapartes nao-
condicionados (C-6-OHDA-PBS vs. NC-6-OHDA-PBS, P =0,2607),
porém o teste post-hoc de Duncan mostrou que esse grupo teve diferenca
significante em relacdo ao grupo controle condicionado (C-6-OHDA-
PBS vs. C-veiculo-PBS P = 0,0001), indicando reversdo da analgesia
induzida pelo condicionamento aversivo contextual. O grupo C-6-
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OHDA-glicina também foi diferente do grupo C-6-OHDA-PBS (P =
0,0023).

Em relacdo ao comportamento de levantar a pata injetada com
formalina (Fig. 22 A), a ANOVA de trés vias mostrou que nenhum dos
fatores independentes ((condicionamento (Fi4s = 1,36; P = 0,2489);
tratamento intratecal (F14s = 0,85; P = 0,3595) e tratamento da SCPd
(F14s = 1,24; P = 0,2702)) teve efeito sobre este comportamento
relacionado a nocicepcdo. A ANOVA de trés vias indicou também
auséncia de interacdo entre os trés fatores ((condicionamento e tratamento
intratecal (F148 = 0,01; P = 0,9019), condicionamento e tratamento da
SCPd (F1.48=0,70; P = 0, 4069), tratamento intratecal e da SCPd (F14s=
0,00; P = 0,9276) e condicionamento, tratamento intratecal e tratamento
da SCPd (F1,4¢= 0,00; P = 0,9824)).
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Figura 23. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd e da administracgéo por via
intratecal de ioimbina sobre a expressdo comportamental nocifensiva na
Fase Il A em diferentes contextos. ANOVA de 3 vias, seguida de post hoc de
Duncan. * P < 0,05 e em relagéo ao grupo controle, ndo condicionado; ** P < 0,01
em comparacéo ao grupo nio condicionado tratado com glicina intra-SCPd; # P
< 0,05 em relacéo ao grupo controle condicionado, que recebeu PBS na SCPd e
veiculo por via intratecal. ¥¢& P < 0,001 em comparagdo a0 grupo ndo
condicionado tratado com ioimbina por via intratecal e glicina intra-SCPd. A:
levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC = nao-
condicionado; C = condicionado. As barras representam a média + E.P.M. de 7
animais.

No periodo entre 10 e 35 minutos do teste de formalina dos
experimentos que utilizaram inje¢&o intratecal de ioimbina previamente a
microinjecao cerebral de glicina, a ANOVA de trés vias indicou que
houve interacdo entre o tratamento intratecal e o tratamento da SCPd (F1,
48 = 10,63, P = 0,0020) sobre o comportamento de levantar a pata (Fig.
23 A), porém o teste post-hoc de Duncan mostrou ndo haver diferenca
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significante entre 0s grupos condicionados e ndo condicionados
correspondentes com igual tratamento intracerebral e intratecal. Os
fatores independentes sozinhos néo tiveram efeito significante sobre este
comportamento ((condicionamento (F14s = 1,53; P = 0,2209); tratamento
intratecal (F14s = 0,03; P =,8554) e tratamento da SCPd (F1.40s = 0,23; P
=0,6303)). A ANOVA de trés vias indicou também auséncia de interagéo
entre os fatores ((condicionamento e tratamento intratecal (F14s=0,09; P
= 0,76247), condicionamento e tratamento da SCPd (F14s = 0,10; P =
0,7447) e condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd
(F148=0,46; P = 0,4991).

Em relacdo ao comportamento de morder/lamber (Fig. 23 B), a
ANOVA de trés vias indicou efeito do fator condicionamento (F1, 48 =
32,45, P = 0,0001), sobre este comportamento neste periodo do teste de
formalina. Os dados mostraram que 0s animais nao condicionados, que
receberam veiculo por via intratecal e microinjecdo cerebral de glicina
despenderam mais tempo expressando o morder/lamber que 0s animais
controle, ndo condicionados, que receberam veiculo intratecal e PBS
intra-SCPd, havendo diferenca significante entre os dois grupos (teste
post-hoc de Duncan, NC-veiculo-PBS vs. NC-veiculo-glicina, P =
0,0400), ratificando resultados anteriores deste trabalho. O teste post-hoc
de Duncan também indicou haver diferenca significante entre o grupo ndo
condicionado, tratado com ioimbina por via intratecal e glicina intra-
SCPd e o grupo controle, ndo condicionado, que recebeu veiculo
intratecal e PBS intra-SCPd (NC-ioimbina-glicina vs. NC-veiculo-PBS,
P =0,0358) sobre o comportamento de morder/lamber a pata injetada com
formalina.

O grupo condicionado, que recebeu veiculo intratecal e PBS intra-
SCPd passou menos tempo executando o morder/lamber a pata que o
grupo controle ndo condicionado. O teste post-hoc de Duncan indicou
diferenca significante entre esses dois grupos (C-veiculo-PBS vs. NC-
veiculo-PBS, P = 0,0145), confirmando a expressdo de analgesia
relacionada ao condicionamento contextual aversivo. Os animais
previamente pareados com choques elétricos (1 dia antes) que receberam
veiculo por via intratecal e microinjecdo cerebral de glicina ficaram
menos tempo expressando o comportamento de morder/lamber a pata no
dia do teste que os animais ndo condicionados que receberam igual
tratamento intratecal e intracerebral, (teste post-hoc de Duncan, C-
veiculo-glicina vs. NC-veiculo-glicina, P = 0,0014), corroborando
resultados de experimentos anteriores deste estudo, sugerindo que o
condicionamento contextual aversivo impede 0 a acdo hipernociceptiva
da glicina exdgena intra-SCPd no teste de formalina.
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Os dados também mostraram que o grupo condicionado, que
recebeu ioimbina por via intratecal e glicina intra-SCPd despendeu menos
tempo em morder/lamber a pata que 0 grupo contraparte ndo
condicionado (teste post-hoc de Duncan, C-ioimbina-glicina vs. NC-
ioimbina-glicina P = 0,0006). Os animais do grupo condicionado,
tratados com ioimbina por via intratecal e PBS por via intracerebral
apresentaram diferenga significante em relagcdo ao grupo condicionado,
gue recebeu veiculo por via intratecal e PBS por via intracerebral, como
indicou o teste post-hoc de Duncan (C-ioimbina-PBS vs C-veiculo-PBS,
P = 0,0277), apontando a reversdo da analgesia induzida pelo
condicionamento contextual aversivo.
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Figura 24. Efeitos da glicina exdgena intra-SCPd e da administracgéo por via
intratecal de prazosina sobre a expressdo comportamental nocifensiva na
Fase Il A em diferentes contextos. ANOVA de 3 vias, seguida de post hoc de
Duncan. * P < 0,05, ** P <0,01 e *** P < 0,001 em relacéo ao grupo controle,
ndo condicionado; *** P < 0,001 em comparagdo ao grupo ndo condicionado
tratado com glicina intra-SCPd; # P < 0,01 e ** P < 0,001 em relaco ao grupo
controle condicionado, que recebeu PBS na SCPd e veiculo por via intratecal A:
levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC = ndo-
condicionado; C = condicionado. As barras representam a média + E.P.M. de 7
animais.

ANOVA de trés fatores dos dados experimentais condizentes ao
uso de prazosina por via intratecal previamente & microinjecéo de glicina,
mostrou que entre 10 e 35 minutos do teste de formalina, os tratamentos
intratecal (F1, 4s = 36,23, P = 0,0001) e intra-SCPd (F1,48 = 7,74, P =
0,0076) tiveram efeito sobre o tempo gasto pelos animais na expressao do
comportamento de levantar a pata injetada com formalina (Fig. 24 A).
Independente do condicionamento e do tratamento da SCPd, 0s grupos
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que receberam injecdo intratecal de prazosina despenderam mais tempo
em levantar a pata injetada com formalina que o grupo controle, ndo
condicionado, tratado com veiculo por via intratecal e PBS por via
intracerebral. O teste post-hoc de Duncan indicou diferengas significantes
entre os referidos grupos e o grupo controle ndo condicionado (NC-
prazosina-PBS vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0211; NC-prazosina-glicina
vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0018; C-prazosina-PBS vs. NC-veiculo-PBS,
P = 0,0249; C-prazosina-glicina vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0010). Os
animais dos grupos condicionados independente do tratamento intratecal
ou intra-SCPd também apresentaram diferencas significantes em relagéo
ao grupo controle condicionado, como mostrado pelo teste post-hoc de
Duncan (C-veiculo-glicina vs. C-veiculo-PBS, P = 0,0065; C-prazosina-
PBS vs. C-veiculo-PBS; P =0,0008; C-prazosina-glicina vs. C-veiculo-
PBS; P =0,0001).

Em relagdo ao comportamento de morder/lamber a pata (Fig. 24
B), a ANOVA de trés vias indicou efeito do condicionamento (Fi, 45 =
11,51; P = 0,0013), do tratamento intratecal (F1, 4s = 39,36; P = 0,0001),
interacdo entre o condicionamento e o tratamento intratecal (F1, 458 =
15,70; P = 0,0002) e entre o tratamento intratecal e 0 da SCPd (F1, 48 =
4,88; P =0,0318) dos 10 aos 35 minutos do teste de formalina. Os dados
mostraram que o grupo ndo condicionado, que recebeu veiculo por via
intratecal e microinjecdo por via cerebral (SCPd) de glicina despendeu
mais tempo em expressar 0 morder/lamber que o grupo o controle, ndo
condicionado, tratado com veiculo por via intratecal e PBS intra SCPd, o
teste post-hoc de Duncan apontou diferenca significante entre esses dois
grupos (NC-veiculo-glicina vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0311),
reproduzindo dados anteriores deste trabalho que mostraram efeito
hipernociceptivo da microinjecdo de glicina na SCPd no teste de
formalina na pata.

O teste post-hoc de Duncan também indicou diferenca significante
entre os animais do grupo ndo condicionado, tratados com prazosina por
via intratecal e com PBS intra-SCPd e o grupo controle ndo condicionado
(NC-prazosina-PBS vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0020), sendo que os
primeiros expressaram o comportamento de morder/lamber a pata por
um periodo de tempo menor que o grupo controle, apontando uma agédo
hiponociceptiva da prazosina por via intratecal no teste de formalina.

Os dados mostraram que o grupo ndo condicionado, tratado com
prazosina e que recebeu glicina intra-SCPd expressou por menos tempo
0 comportamento de morder/lamber em relacdo a ambos 0s grupos, grupo
controle, ndo condicionado, tratado com PBS (teste post-hoc de Duncan,
NC-prazosina-glicina vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0001) e o grupo ndo
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condicionado, tratado com veiculo por via intratecal e glicina intra-SCPd
(teste post-hoc de Duncan, NC-prazosina-glicina vs. NC-veiculo-glicina,
P =0,0001), indicando que o tratamento por via intratecal com prazosina
reverteu o efeito hipernociceptivo da glicina intra-SCPd.

O teste post-hoc de Duncan indicou que o grupo submetido ao
condicionamento, que recebeu veiculo por via intratecal e microinjecéo
cerebral (SCPd) de PBS foi diferente estatisticamente do seu grupo
contraparte controle, ndo condicionado (C-veiculo-PBS vs. NC-veiculo-
PBS, P = 0,0085), despendendo por menos tempo 0 comportamento
nocifensivo de morder/ lamber a pata injetada com formalina,
confirmando a expressdo de analgesia induzida pelo condicionamento
contextual aversivo. Os demais grupos condicionados, independente do
tratamento intratecal (veiculo ou prazosina) e do tratamento da SCPd
(PBS ou glicina) também reduziram o tempo em que
morderam/lamberam a pata em comparagdo ao grupo controle ndo
condicionado (teste post-hoc de Duncan, C-veiculo-glicina vs. NC-
veiculo-PBS, P = 0,0273; C-prazosina-PBS vs. NC-veiculo-PBS; P =
0,0034; C-prazosina-glicina vs. NC-veiculo-PBS, P =0,0023). Os dados
mostraram que os animais condicionados, tratados com veiculo por via
intratecal e glicina intra-SCPd manifestaram por menos tempo o
comportamento de morder/lamber que seus contrapartes nao
condicionados que receberam igual tratamento intratecal e intracerebral
(teste post-hoc de Duncan, C-veiculo-glicina vs. NC-veiculo-glicina, P =
0,0001), como este grupo também apresentou diferenca significante em
relacdo ao grupo controle, ndo condicionado, tratado com veiculo
intratecal e PBS intra-SCPd, como mencionado acima (C-veiculo-glicina
vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0311), os resultados indicam que o
condicionamento contextual aversivo é capaz de reverter o efeito
hipernociceptivo derivado do tratamento da SCPd com glicina.
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Figura 25. Efeitos da administracdo de glicina na SCPd e da injecdo
intratecal de 6-OHDA sobre a manifestacao de comportamentos nocifensivos
na Fase Il B em diferentes contextos. As barras representam a média + E.P.M.
de 7 animais. ANOVA de 3 vias, seguida de post hoc de Duncan. ** P < 0,01 e
em relacdo ao grupo controle, ndo condicionado, tratado com veiculo e PBS; *P
< 0,05 em comparagéo ao grupo ndo condicionado tratado com veiculo por via
intratecal glicina intra-SCPd; *P < 0,05 em relagdo ao grupo ndo condicionado
que recebeu 6-OHDA por via intratecal e PBS na SCPd; &P < 0,01 em relagio
ao grupo ndo condicionado, que recebeu 6-OHDA intratecalmente e glicina na
SCPd. A: levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC =
nédo-condicionado; C = condicionado.

Em relagdo aos dados dos experimentos que utilizaram injecéo
intratecal de 6-OHDA previamente ao tratamento da SCPd com glicina,
a ANOVA de trés vias mostrou que, dos 35,1 aos 60 minutos do teste de
formalina, ndo houve efeito do condicionamento (Fi14s = 0,86; P =
0,3569), do tratamento intratecal (F1.4s = 0,33; P = 0,5646) e da SCPd
(F14s = 0,02; P = 0,8645), nem interagdo entre esses fatores
((condicionamento e tratamento intratecal (F14s = 0,78; P = 0,3810),
condicionamento e tratamento da SCPd (Fi4s = 0,52; P = 0,4714),
tratamento intratecal e da SCPd (Fiss = 1,12; P = 0,2937) e
condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd (Fi4s =
0,35; P = 0,5532)), sobre o tempo de expressdo do comportamento de
levantar a pata (Fig. 25 A).

No referente ao comportamento de morder/lamber a pata (Fig. 25
B), a ANOVA de trés fatores indicou que houve efeito do tratamento
intratecal (F1, 4= 4,99; P = 0,0301) e interacdo entre o condicionamento
e o tratamento da SCPd (F1, 4s = 5,71, P = 0,0207) sobre o tempo de
manifestacdo deste comportamento nocifensivo na fase tardia do teste de
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formalina (40 a 60 minutos apds injecdo de formalina na pata). Os dados
mostraram que grupo ndo condicionado, que recebeu 6-OHDA por via
intratecal e glicina intra-SCPd despendeu maior tempo em morder/lamber
a pata injetada com formalina que o grupo controle (teste post-hoc de
Duncan: NC-6-OHDA-glicina vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0022), que 0
grupo ndo condicionado-veiculo-glicina (NC-6-OHDA-glicina vs. NC-
veiculo-glicina, P = 0,0166) e que o grupo ndo condicionado, que recebeu
6-OHDA por via intratecal e PBS intra-SCPd (NC-6-OHDA-glicina vs.
NC-6-OHDA-PBS, P = 0,0445). Enquanto que o grupo condicionado,
que recebeu 6-OHDA por via intratecal e glicina intra-SCPd expressou
por menos tempo o morder/lamber a pata injetada com formalina que seu
grupo equivalente ndo condicionado (teste post-hoc de Duncan: C-6-
OHDA-glicina vs. NC-6-OHDA-glicina, P = 0,0040).
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Figura 26. Efeitos da administracdo de glicina na SCPd e da injegdo
intratecal de ioimbina sobre a manifestacdo de comportamentos nocifensivos
na Fase 11 B em diferentes contextos. As barras representam a média + E.P.M.
de 7 animais. ANOVA de 3 vias, seguida de post hoc de Duncan. ** P < 0,01 e
em relagéo ao grupo controle, ndo condicionado, tratado com veiculo e PBS; *P
< 0,05 em comparagdo ao grupo ndo condicionado tratado com veiculo por via
intratecal glicina intra-SCPd; *P < 0,05 em relagdo ao grupo ndo condicionado
que recebeu ioimbina por via intratecal e PBS na SCPd; %P < 0,05 em relag4o ao
grupo ndo condicionado, que recebeu 6-OHDA intratecalmente e glicina na
SCPd. A: levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC =
ndo-condicionado; C = condicionado.

Nos dados experimentais referentes a injecdo intratecal de
ioimbina previamente a microinjecdo de glicina intra-SCPd, a ANOVA
de trés fatores mostrou que houve efeito do tratamento intratecal sobre a
expressao do comportamento de morder/lamber (Fig. 26 B; F1,4s= 11,50,
P =0,0014) dos 35,1 aos 60 minutos do teste de formalina. O teste post-
hoc de Duncan indicou que houve diferenca significante entre o grupo
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ndo condicionado-ioimbina-glicina e o grupo controle (NC-ioimbina-
glicina vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0076), os dados mostraram efeito
hipernocifensivo do tratamento com ioimbina por via intratecal e glicina
intra-SCPd. Ja o grupo condicionado que recebeu ioimbina por via
intratecal e glicina intra-SCPd expressou 0 comportamento de
morder/lamber por menos tempo que o grupo ndo condicionado com igual
tratamento intratecal e intracerebral (teste post-hoc de Duncan, C-
ioimbina-glicina vs. NC-ioimbina-glicina, P = 0,0446). N&o houve efeito
do condicionamento (F1.4s = 0,03; P = 0,8476), do tratamento intratecal
(F148=0,81; P = 0,3712) e do tratamento da SCPd (F14s= 0,18; P =
0,6730), nem interacdo entre esses fatores sobre o0 tempo de expressao do
comportamento de levantar a pata ((Fig. 26 A; condicionamento e
tratamento intratecal (F14s = 0,12; P = 0,7253), condicionamento e
tratamento da SCPd (F14s=0,02; P = 0,8734), tratamento intratecal e da
SCPd (F148=2,83; P =0, 0988) e condicionamento, tratamento intratecal
e tratamento da SCPd (F145=0,17; P = 0,6748)).
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Figura 27. Efeitos da administracdo de glicina na SCPd e da injecéo
intratecal de prazosina sobre a manifestagdo de comportamentos
nocifensivos na Fase I B em diferentes contextos. As barras representam a
média + E.P.M. de 7 animais. ANOVA de 3 vias, seguida de post hoc de Duncan
A: levantar a pata; B: morder/lamber a pata injetada com formalina. NC = néo-
condicionado; C = condicionado.

A ANOVA de trés vias dos dados dos experimentos que utilizaram
prazosina (intratecal) previamente a microinjecdo intracerebral de glicina,
mostrou que dos 40 aos 60 minutos do teste de formalina, nenhum dos
fatores independentes teve efeito sobre o tempo de manifestacdo dos
comportamentos de levantar ((Fig. 27 A; condicionamento (F14s = 1,44;
P =0,2352), tratamento intratecal (F14s= 3,32; P = 0,0742) e tratamento
da SCPd (F1,45=0,88; P = 0,3513)) e morder/lamber a pata injetada com
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formalina ((Fig. 27 B; condicionamento (Fi4s = 0,56; P = 0,4572),
tratamento intratecal (F14s= 0,10 ; P = 0,7475) e tratamento da SCPd
(F148=0,12; P = 0,7280)). Também néo houve interacdo entre os fatores
sobre os comportamentos nocifensivos de levantar ((condicionamento e
tratamento intratecal (Fi4s = 2,13; P = 0,1500), condicionamento e
tratamento da SCPd (F14s = 0,33; P = 0,5632), tratamento intratecal e da
SCPd (F148=0,24; P = 0,6227) e condicionamento, tratamento intratecal
e tratamento da SCPd (F14s = 0,00; P = 0,9233)) e de morder/lamber
(condicionamento e tratamento intratecal (F14s = 1,55; P = 0,2192),
condicionamento e tratamento da SCPd (Fi4s = 0,11; P = 0,7410),
tratamento intratecal e da SCPd (Fiss = 0,97; P = 0,3279) e
condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd (Fi4s =
0,59; P = 0,4443).

4.7 EFEITO DA GLICINA  INTRA-SCPd SOB
NEURODEGENERACAO NORADRENERGICA DESCENDENTE
NO CONGELAMENTO INDUZIDO CONTEXTUALMENTE

[ veiculo-PBS
B veiculo-glicina
[ 60HDA-PBS
@@ 60HDA-glicina

Z 2004 *okok
o
E
g 150 $$$
o Hit it
2 100 ++ &
]
3 50
2
E
& o
NC C

Figura 28. Efeitos do condicionamento contextual e do tratamento da SCPd
ap6s desnervagdo noradrenérgica com 6-OHDA sobre a expressdo de
congelamento induzido pelo contexto aversivo. ANOVA de 3 vias, seguida
pelo teste post hoc de Duncan. .*** P < 0,001, em relag¢do ao grupo controle, ndo
condicionado; ** P < 0,01 em comparag&o ao grupo ndo condicionado tratado com
glicina intra-SCPd; *** P < 0,001 em comparaco ao grupo nio condicionado,
tratado com 6-OHDA por via intratecal e PBS intra-SCPd; & P < 0,05 em relagdo
ao grupo tratado com 6-OHDA por via intratecal e glicina intra-SCPd e ## P <
0,001 em relagdo ao grupo controle condicionado, que recebeu veiculo intratecal
e PBS na SCPd. As barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. NC =
ndo-condicionado; C = condicionado.
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A ANOVA de trés vias mostrou que houve efeito do fator
condicionamento (F1, 48 = 82,77; P = 0,0001), do tratamento da SCPd (F1,
48 = 12,63; P = 0,0008) e interacdo entre esses dois fatores (F1,4¢ = 10,55;
P = 0,0021) sobre o tempo despendido no comportamento de
congelamento. O condicionamento contextual foi associado com maior
tempo de expressdo do comportamento de congelamento (Fig. 28). O
teste post-hoc de Duncan mostrou que houve diferenca significante entre
0s animais dos grupos condicionados e 0s animais dos grupos nao
condicionados (C-veiculo-PBS vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0001; C-
veiculo-glicina vs. NC-veiculo-glicina, P = 0,0062; C-60HDA-PBS vs.
NC-60HDA-PBS, P = 0,0001; C-60HDA-glicina vs. NC-60HDA-
glicina, P = 0,0131). Os animais do grupo condicionado tratados com
veiculo por via intratecal e com glicina intra-SCPd e os animais do grupo
condicionado que receberam injecdo intratecal de 6-OHDA e glicina
intra-SCPd despenderam menos tempo no comportamento de
congelamento que os animais do grupo condicionado controle, que
receberam veiculo por via intratecal e PBS por via cerebral (C-veiculo-
glicina vs. C-veiculo-PBS, P = 0,0003; C-6-OHDA-glicina vs. C-veiculo-
PBS, P = 0,0001; post-hoc de Duncan).

48 EFEITO DA INJECAO INTRATECAL DE IOIMBINA
PREVIAMENTE A MICROINJECAO DE GLICINA NA SCPd SOBRE
O COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO
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Figura 29. Efeitos do condicionamento contextual e do tratamento da SCPd
apos injecdo intratecal de ioimbina sobre a expressdo de congelamento
induzido pelo contexto aversivo. ANOVA de 3 vias, seguida pelo teste post hoc
de Duncan. .*** P < 0,001, em relagdo ao grupo controle, ndo condicionado; ** P
< 0,01 em comparagdo ao grupo ndo condicionado tratado com glicina intra-
SCPd; % P < 0,01 em comparagio ao grupo ndo condicionado, tratado com
ioimbina por via intratecal e PBS intra-SCPd; &% P < 0,001 em relagio ao grupo
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tratado com ioimbina por via intratecal e glicina intra-SCPd e #*# P < 0,001 em
relagdo ao grupo controle condicionado, que recebeu veiculo intratecal e PBS na
SCPd. As barras representam a média + E.P.M. de 7 animais. NC = nao-
condicionado; C = condicionado.

Os dados mostraram que 0s animais submetidos ao
condicionamento contextual aversivo despenderam mais tempo na
expressdo do congelamento em comparagdo aos animais do grupo nao
condicionado (Fig. 29). A ANOVA de trés fatores apontou efeito do
condicionamento (Fi1, 48 = 103,71, P = 0,0001), interacdo entre o
tratamento intratecal e o tratamento da SCPd (F1, ¢ = 8,24, P = 0,0060) e
interacdo entre o condicionamento, o tratamento intratecal e o tratamento
da SCPd (Fi, 48 = 8,53, P = 0,0053) sobre o tempo de congelamento
contextualmente induzido. O teste post-hoc de Duncan indicou diferenga
significante entre os grupos condicionados e seus controles néo
condicionados (condicionado-veiculo-PBS e ndo condicionado-veiculo-
PBS, P = 0,0001; condicionado-veiculo-glicina e ndo condicionado-
veiculo-glicina, P = 0,0012; condicionado-ioimbina-PBS e néo
condicionado-ioimbina-PBS, P = 0,0012 e condicionado-ioimbina-
glicina e ndo condicionado-ioimbina-glicina, P = 0,0001), bem como
entre os grupos condicionados tratados com veiculo ou ioimbina por via
intratecal e PBS ou glicina por via cerebral (SCPd) e o grupo controle
condicionado (condicionado-veiculo-glicina vs. condicionado-veiculo-
PBS, P = 0,0001; condicionado-ioimbina-PBS vs. condicionado-veiculo-
PBS, P = 0,0001 e condicionado-ioimbina-glicina vs. condicionado-
veiculo-PBS, P = 0,0005).
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49 EFEITO DA INJECAO INTRATECAL DE PRAZOSINA
PREVIAMENTE A MICROINJECAO DE GLICINA NA SCPd SOBRE
O COMPORTAMENTO DE CONGELAMENTO
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Figura 30. Efeitos do condicionamento contextual e do tratamento da SCPd
apos injecdo intratecal de prazosina sobre a expressdo de congelamento
induzido pelo contexto aversivo. ANOVA de 3 vias, seguida pelo teste post hoc
de Duncan. .*** P < 0,001, em relagdo ao grupo controle, ndo condicionado; ** P
< 0,01 em comparagdo ao grupo ndo condicionado tratado com glicina intra-
SCPd; ¥ P < 0,01 em comparacdo ao grupo nio condicionado, tratado com
prazosina por via intratecal e PBS intra-SCPd; %% P < 0,001 em relagdo ao grupo
ndo condicionado tratado com prazosina por via intratecal e glicina intra-SCPd; *
P <0,05e # P <0,001 em relagdo ao grupo controle condicionado, que recebeu
veiculo intratecal e PBS na SCPd. As barras representam a média + E.P.M. de 7
animais. NC = ndo-condicionado; C = condicionado.

Os resultados mostraram que todos os animais dos grupos
condicionados expressaram por mais tempo o0 comportamento de
congelamento em comparagao aos animais ndo condicionados (Fig. 30).
A ANOVA de trés vias indicou que houve efeito do condicionamento (F;,
48=128,63, P =0,0001), do tratamento da SCPd: F1,4s= 8,35, P = 0,0057)
e interacdo entre estes dois fatores (Fy, 48 = 7,67, P = 0,0079) sobre o
tempo de congelamento contextualmente induzido. Além disso, a
ANOVA também apontou uma interacdo entre os trés fatores,
condicionamento, tratamento intratecal e tratamento da SCPd (F1, 45 =
4,07, P = 0,0492). O teste post-hoc de Duncan mostrou que 0S grupos
condicionados apresentaram diferencas significantes em relacdo aos
grupos ndo condicionados equivalentes quanto ao tratamento intratecal e
intracerebral (C-veiculo-PBS vs. NC-veiculo-PBS, P = 0,0001; C-
veiculo-glicina vs. NC-veiculo-glicina, P = 0,0043; C-prazosina-PBS vs.
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NC-prazosina-PBS, P = 0,0001; C-prazosina-glicina vs. NC-prazosina-
glicina, P = 0,0001). Os animais dos grupos condicionados tratados com
glicina intra-SCPd, independente do tratamento intratecal que receberam,
manifestaram por menos tempo o0 comportamento de congelamento que
os do grupo condicionado controle (C-veiculo-glicina vs. C-veiculo-
PBS, P = 0,0001; C-prazosina-glicina vs. C-veiculo-PBS, P = 0,0127).

4.10. CONFIRMAGCAO DOS SITIOS DE MICROINJECAO
CEREBRAL

Figura 31. Histologia de confirmac&o dos sitios de microinjegéo cerebral. A:
Diagrama dos cortes coronais de cérebro de rato, redesenhados a partir de Paxinos
e Watson (2009). Os sitios de microinjegao (*) foram marcados pela injecéo de
Azul de Evans na SCPd, predominantemente na porcéo caudal (-7,64 a -8,00 mm
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a partir do bregma). Para evitar sobreposi¢fes, 0 nimero de pontos na figura é
menor do que o de ratos utilizados. B: Fotomicrografia de uma lamina de
mesencéfalo de um animal representativo, indicando o sitio de microinjegéo
dentro da coluna dorsolateral da SCP. O corte corresponde a -7,6 mm a partir do
bregma no atlas de Paxxinos e Watson (2009). DM, dorsomedial, DL,
dorsolateral, L, lateral, VL, ventrolateral, Aq, aqueduto cerebral.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a administragdo de glicina, um
co-agonista do complexo receptor NMDA/GLY-B, na coluna dorsal da
SCP (principalmente na por¢do caudal da SCPdl, Fig. 31) ocasionou
aumento do tempo despendido na manifestacdo do comportamento de
morder/lamber dos 10 aos 35 minutos do teste de formalina na pata.

Os resultados histoldgicos da localizacdo do sitio de microinjecdo
mostraram que os efeitos nociceptivos da microinjecdo intracerebral de
glicina sdo devidos a SCPd e ndo a outras regides. De fato, a
administragdo de glicina no CS, como apresentado, SCPI, SCPvl e
aqueduto cerebral (dados ndo mostrados devido ao ndmero insuficiente
de integrantes da amostra) ndo causou quaisquer efeitos sobre a
nocicepcdo induzida por formalina.

E de nosso conhecimento que a difusdo de substancias
microinjetadas no tecido cerebral ao redor do local da injecdo é
diretamente proporcional ao volume injetado (MYERS, 1966,
ROUTTENBERG, 1972) e que volumes de 0,5 pL se difundem em média
1,04 mm ao redor do sitio de injecdo (MYERS, 1966). E muito pouco
plausivel que o volume da solugdo de glicina que empregamos tenha se
difundido para regides vizinhas & SCPd. Esse risco foi bastante
minimizado, ao utilizarmos um volume de microinjecdo menor que 0,5
uL, ou seja, 0,3 L.

Contrastando estudos que apontaram para efeitos hiponociceptivos
da estimulacdo elétrica ou quimica do CS (COIMBRA, TOMAZ,
BRANDAO, 1992; COIMBRA, BRANDAO, 1993), nossos dados ndo
mostraram efeitos nociceptivos da administragdo de glicina nesta
estrutura. Deve-se ponderar que nestes estudos foram utilizados volumes
de microinjecdo relativamente grandes (0,5 uL) e estimulacdo elétrica.
Devido a proximidade entre a SCPd e as camadas profundas do CS, é
dificil anular a possibilidade destas manipulag6es terem atingido a coluna
dorsal da SCP.

O efeito hipernociceptivo da microinjecdo de glicina na SCPd foi
impedido quando empregamos o paradigma de condicionamento
contextual aversivo e envolve mecanismos de modulagdo
noradrenérgicos da medula espinal, dos quais se sobressaem receptores
az-adrenérgicos, tanto na modulacéo do componente
emocional/atencional da nocicepgao (morder/lamber) quanto no controle
do reflexo motor (levantar a pata). Mostramos também que 0 sistema
noradrenérgico descendente revelou-se importante para a analgesia
induzida pelo condicionamento contextual, sem necessitar que a SCPd
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seja sensibilizada por glicina exégena. Um dos mediadores espinais desta
expressdo comportamental sdo os receptores ap-adrenérgicos espinais. Na
fase tardia do teste de formalina na pata (35,1 a 60 minutos), a injecao
intratecal da neurotoxina noradrenérgica 6-OHDA ou de ioimbina
previamente a microinjecdo de glicina na SCPd promoveu aumento no
tempo gasto na manifestacdo do comportamento de morder/lamber. Em
relacdo ao comportamento de congelamento contextualmente induzido,
glicina exdgena na SCPd causou um menor tempo de expressdo desta
resposta comportamental defensiva comparando-se ao grupo controle
condicionado, que recebeu PBS na SCPd, independente do tratamento
intratecal, apesar de ndo prejudicar a expressdo de analgesia induzida
contextualmente.

5.1 A REGIAO CAUDAL DA COLUNA DORSAL DA SCP
COMUTA HIPERALGESIA PARA ALGESIA DEPENDENDO DO
CONTEXTO EMOCIONAL

Nos procedimentos experimentais do presente trabalho, o sitio de
microinjecdo de glicina adotado foi a coluna dorsal da SCP
(principalmente a coluna dorsolateral), em por¢Ges mais caudais, com
base em estudos que mostraram aumento de respostas comportamentais
nocifensivas no teste de formalina na pata (MARTINS et al., 2010a) e de
respostas defensivas, do tipo ansiogénicas no LCE (CAROBREZ,
TEIXEIRA, GRAEFF, 2001; MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI,
2008) apds administragdo deste coagonista do complexo receptor
NMDA/GLY -B nesta regido da SCP.

Evidéncias relatam uma participagéo diferencial das regiGes rostral
e caudal da SCPd na mediacdo de comportamentos defensivos
(BANDLER et al., 2000, para revisao), especialmente em relagdo aos
efeitos do tipo ansiogénicos da glicina (TEIXEIRA, CAROBREZ, 1999,
SOUZA, CAROBREZ, 2016). Enquanto o antagonista do sitio GLY-B,
HA966 induziu efeito do tipo ansiolitico em todos os niveis (rostral,
intermediario e caudal) da SCPd, a glicina produziu efeito do tipo
ansiogénico somente na parte caudal da SCPd (TEIXEIRA,
CAROBREZ, 1999). Talvez a saturagdo dos sitios de ligacdo GLY-B na
porcdo rostral da SCPd (FLETCHER, LODGE, 1988; KEMP et al.,1988),
pode ter tornado essa Area ndo responsiva a glicina exdgena
(CAROBREZ, TEIXEIRA, GRAEFF, 2001).

Outro aspecto que deve ser considerado é a possivel distribuicdo
diferencial de subunidades do complexo receptor NMDA/GLY-B ao
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longo do eixo rostro-caudal da SCPd. Estudos eletrofisiologicos
(PRIESTLEY etal., 1995; NAHUM-LEVY et al., 2001) apresentaram a
seguinte ordem de classificagdo para afinidades relativas da glicina ao
sitio de ligacdo GLY-B: NR1/NR2D > NR1/NR2C > NR1/NR2B >
NR1/NR2A. A porcdo rostral da SCPd possui maior distribuicdo de
receptores NMDA compostos por subunidades NR1/NR2A, o que teria
levado a reducdo do efeito do tipo ansiogénico da glicina exdgena nesta
porcdo do eixo rostro-caudal da SCP (CAROBREZ, TEIXEIRA,
GRAEFF, 2001), considerando os dados referentes & saturagdo dos sitios
GLY-B e afinidade da glicina a ele na porcéo rostral da SCPd, escolhemos
como alvo farmacoldgico a regido caudal da coluna dorsal desta estrutura
mesencefalica, onde esse aminoacido exerce efeito do tipo ansiogénico
nesta regido. Esse efeito, como discutido a seguir, esta relacionado ao
aumento da nocicepcao ocasionado pela administracdo da glicina intra-
SCPd caudal no teste de formalina na pata (MARTINS et al., 2010a).

Estudos anteriores realizados no nosso laboratério indicaram que
dependendo da concentragdo e do teste nociceptivo empregado, a glicina
administrada na porcdo caudal da SCPd pode diminuir a nocicepgéo
(hiponocicepcdo) ou aumenta-la (hipernocicepcdo) (MARTINS,
CAROBREZ; TONUSSI, 2008; MARTINS et al., 2010a). Os dados
obtidos no presente trabalho referentes a acdo hipernociceptiva da glicina
corroboram os resultados de MARTINS e colaboradores (MARTINS et
al., 2010a). Esse efeito parece ser mediado pelo sitio GLY-B do
complexo receptor NMDA/GLY-B, pois a microinjecdo de HA966 na
SCPd caudal, um antagonista do sitio GLY-B, reverteu o efeito
facilitatorio causado pela microinjecdo intra-SCPd de glicina sobre a
nocicepcdo induzida por formalina subcutanea (pata) e a microinjecao de
estricnina, um antagonista seletivo para receptores de glicina GLY-A no
mesmo sitio, ndo reverteu a hipernocicepg¢do causada por glicina exégena
na SCPd (MARTINS et al., 2010a).

Além de seus efeitos sobre a nocicepg¢éo, a microinje¢do de glicina,
em por¢Bes mais caudais da SCPd, tem efeito do tipo ansiogénico
(TEIXEIRA, CAROBREZ, 1999;MARTINS, CAROBREZ, TONUSSI,
2008), como j& mencionado. Considerando que a ansiedade pode causar
hiperalgesia devido & antecipag&o da dor em si (BENEDETT] et al., 2006;
SAWAMOTO, etal., 2000; KOYAMA, etal., 2005; KELTNER, etal.,
2006) e que em condicdes clinicas é bem difundido que a ansiedade esté&
associada a exacerbagdo dos sintomas de dor (McCRACKEN et al.,
1993;FERGUSON, AHLES, 1998), a ativacdo do sistema facilitatério
descendente da SCP pode ser relevante a este fendmeno. De fato, um
estudo de imagem em humanos indicou que a SCP se torna ativa em
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situagdes ambientais que induzem hiperalgesia em resposta ao estresse
ansiogénico (FAIRHURST et al., 2007). A este respeito supde-se que a
microinjecdo de glicina na SCPd pode causar um estado ansiogénico
semelhante, que seria capaz de aumentar a nocicep¢do a um estimulo
nocivo (MARTINS et al., 2010a).

Tem sido sugerido que a estimulacdo da SCPd com glicina, que
causa comportamentos sutis relacionados a avaliacdo de risco e esquiva,
possa aumentar a valéncia aversiva de potenciais fontes de ameaca ao
animal (para revisdo veja CAROBREZ, TEIXEIRA, GRAEFF, 2001),
consequentemente, a atencdo do animal pode ser direcionada para a fonte
que Ihe parece mais ameacadora em uma determinada circunstancia. E
difundido que a ansiedade aumenta a nocicep¢do quando esta for a
principal fonte de estresse (BUSHNELL et al., 1985; MIRON,
DUNCAN, BUSHNELL, 1989; ARNTZ et al.,, 1994; RHUDY,
MEAGHER 2000; PLOGHAUS et al., 2003), em humanos, de forma
semelhante, na hiperalgesia induzida por ansiedade, a atencéo esta focada
na dor iminente (COLLOCA, BENEDETTI, 2007) assim, o tratamento
da SCPd com glicina, pode ter desviado o foco de ateng&o do animal para
a principal fonte estressora, a pata injetada com formalina, favorecendo
a nocicep¢do (MARTINS et al., 2010a) em um contexto ambiental
neutro, ndo aversivo (Fig. 32 B). Uma abordagem experimental para
confirmar esse construto, até entdo, pelo nosso conhecimento, ndo havia
sido realizada.

Tendo isso em mente, o questionamento diferencial do presente
trabalho foi se um contexto com valéncia emocional negativa poderia
modificar o efeito hipernociceptivo produzido pela sensibilizacdo da
SCPd com glicina, ou seja, se ao colocar o animal em um ambiente
aversivo, ele mudaria o foco de atenc¢éo da pata (injetada com formalina)
para o ambiente (agora a principal fonte de ansiedade), ocorrendo a
reversdo da hipernocicep¢do provocada pela microinjegdo de glicina na
SCPd. Para testar essa hipotese, empregamos o paradigma de analgesia
induzida pelo condicionamento contextual aversivo.

A analgesia induzida pelo condicionamento contextual aversivo é
um fenbmeno pelo qual a re-exposicdo de um animal a um contexto
previamente pareado com um estimulo aversivo (como emissdo de
choques elétricos nas patas) resulta em analgesia (REA, LANG, FINN,
2009). A porgdo caudal, mas ndo a rostral, da SCPd é apontada como
necesséria para a aquisicdo e/ou execugdo deste tipo de analgesia
(KINSCHECK, WATKINS, MAYER, 1984).

Entenda-se o uso do termo “sensibilizagdo” da SCPd com glicina
no sentido de que a microinjecdo deste coagonista do complexo receptor
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NMDA na SCPd foi realizada antes da injecdo de formalina na pata, que
inicia a nocicepcdo e per se ativa a SCPd (embora ndo diretamente). A
microinjecdo de glicina intra-SCPd ndo causou dor em animais que
receberam salina na pata (dados ndo mostrados). Poderiamos aplicar o
termo “ativacdo” quando considerarmos que a glicina na SCPd per se gera
ansiedade (CAROBREZ, TEIXEIRA, GRAEFF, 2001, para revisdo).
Assim, possivelmente “ativamos” a SCPd com glicina para o estresse
ansiogénico, mas a “sensibilizamos” para a nocicep¢do que vai ser
induzida por formalina.

Estudo anterior do nosso laboratério (MARTINS et al., 2010a)
investigou os efeitos nociceptivos da glicina intra-SCP no teste de
formalina na pata, contabilizando o ndmero de comportamentos
nocifensivos e o0s agregando como uma resposta Unica (somatério do
numero de chacoalhadas, mordidas/lambidas e levantadas da pata). No
atual trabalho, optamos pela analise do tempo despendido na
manifestacdo de dois comportamentos distintos relacionados a
nocicepgdo, o levantar e 0 morder/lamber a pata injetada com formalina,
considerados separadamente e em dois contextos distintos, neutro e
aversivo. A este respeito pesquisas indicam que aspectos temporais
(laténcia, duracdo e curso) de cada resposta comportamental para a
formalina subcuténea pode ter diferentes distribuicdes (TIOLSEN et al.,
1992, PORRO; CAVAZZUTI, 1993; ALOISI, CARLI, 1996).

Evidéncias experimentais também mostram que alguns agentes
como naloxona, neurotoxinas, pentobarbital, ketamina, amitriptilina e
beta endorfinas (GISPEN et al.,, 1976; PORRO et al, 1991; ALOISI,
PANERAI, CARLI, 1992; TJOLSEN, BERGE, HOLE, 1991,
WHEELER-ACETO, COWAN, 1993; ABBOTT, FRANKLIN,
WESTBROOK, 1995; SAWYNOK, REID, 2001) exercem efeitos
diferenciais sobre distintos comportamentos relacionados a nocicepgao.
O apanhado geral desses estudos implica que alguma informacéo poderia
ser perdida se tais comportamentos fossem analisados como uma Unica
resposta ou se apenas um dos comportamentos fosse monitorado.

Além disso, medidas comportamentais de dor variam em sua
sensibilidade & modulacéo pela atencdo e emocdo dependendo do nivel
do SNC que medeia a resposta (KEEFE, FILLINGIM, WILLIAMS,
1991), de fato, os comportamentos nocifensivos de levantar e de
morder/lamber a pata injetada com formalina sdo devidos a diferentes
mecanismos neurais (DONAHUE et al., 2001; PORRO et al., 2003). O
primeiro pode ser considerado uma atividade ndo focalizada a dor
(ALMEIDA et al., 1999; POTES et al., 2006; POTES et al., 2016 ),
com processamento proeminentemente espinal (DONAHUE et al., 2001;
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PORRO et al., 2003) e o segundo, uma atividade focalizada, na qual o
animal localiza a fonte da dor persistente e dirige sua atencdo a ela
(ALMEIDA et al., 1999; POTES et al., 2006), tendo processamento
predominantemente supraespinal (DONAHUE et al., 2001, PORRO et
al., 2003), requerendo a modulacdo por estruturas corticais (como 0
CCA) e subcorticais (como os nlcleos da base) (DONAHUE et al., 2001;
WANG, REDGRAVE, 1997).

Regibes supraespinais como o estriado, a substdncia negra
(BARASI, 1979; CHUDLER, SUGIYAMA, DONG, 1993) e os coliculos
superiores (STEIN, DIXON, 1978; McHAFFIE, KAO, STEIN, 1989;
REDGRAVE, MCHAFFIE, STEIN, 1996,), além de células nervosas
associadas a orientacdo e movimentos orofaciais, tém populacOes
significativas de neurdnios nociceptivos, cuja funcdo destina-se a
organizagdo de movimentos induzidos por estimulos dolorosos (MAO,
MAYER, PRICE, 1993; CHUDLER, DONG, 1995; WANG,
REDGRAVE, 1997). Os nucleos da base (principalmente o estriado),
através do coliculo superior lateral, controlam o comportamento de
morder/lamber a pata injetada com formalina (WANG, REDGRAVE,
1997). Recentemente, um estudo de imagem em humanos evidenciou que
0s nucleos da base tém papel crucial no processamento da mudanca do
foco de atencdo para informagdes mais importantes, por modular a
atividade de conexdes a partir de regides corticais, como o CPF (VAN
SCHOUWENBURG, DEN OUDEN, COOLS, 2015), esses estudos
reforcam o entendimento que a manifestacdo do comportamento de
morder/lamber a pata estd vinculada a componentes atencionais da dor
induzida por formalina (Fig. 32 A).

Nossos dados mostraram que ao empregarmos o paradigma de
analgesia provocada pelo condicionamento contextual aversivo, 0s
animais tratados com glicina (intra-SCPd) no dia do teste, que foram re-
expostos ao contexto no qual haviam recebido um dia antes uma leve
estimulac&o elétrica nas patas, reduziram o tempo de expressao apenas do
comportamento de morder/lamber, enquanto o tempo de manifestagédo do
levantar a pata ndo foi alterado.

Ora, se 0 comportamento de levantar a pata apds estimulo nocivo
quimico (formalina) pode ser considerado predominantemente um reflexo
espinal (DONAHUE et al., 2001; PORRO et al., 2003), ou seja, pode
ser acionado pela nocicepgdo, porém pouco influenciado por aspectos
atencionais e emocionais da dor e se 0 comportamento de morder/lamber
é principalmente a representacdo de mecanismos supraespinais (Como os
nicleos da base e o CCA) que podem envolver o valor emocional
negativo do estimulo nocivo, e portanto, podem depender de um
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componente emocional e/ou atencional para ser expresso (DONAHUE et
al., 2001; POTES et al., 2016), nossos resultados sugerem que a SCPd
pode exercer um papel de comutador na nocicepgdo, aumentando ou
diminuindo o tempo de manifestagdo da atividade comportamental
focalizada a dor, o morder/lamber a pata (ALMEIDA et al.,, 1999;
POTES et al., 2006; POTES et al., 2016), dependendo da importancia
emocional e/ou atencional que foi atribuida ao contexto no qual a dor
ocorre.

Nossos dados mostraram que a sensibilizagdo da SCPd com
glicina em um contexto aversivo impediu 0 aumento do tempo gasto na
expressdo do comportamento de morder/lamber que ocorrera em um
contexto neutro, sugerindo que a microinjecdo de glicina na SCPd
aumentou o valor aversivo de pistas ambientais, o que influenciou a
percepcao da dor. Considerando que a dor ndo é apenas uma consequéncia
perceptual, mas também tem o propdsito de motivar decisdes, conduzindo
a acdes efou levando a mudanca de comportamento (EIPPERT,
TRACEY, 2014), o ndo acréscimo do tempo de expressdo do
comportamento de morder/lamber a pata no contexto aversivo, apesar da
sensibilizagdo da SCPd com glicina, pode refletir uma alteracdo de
aspectos afetivos-motivacionais do processamento nociceptivo. Estudos
indicam que alteragBes neste comportamento conjeturam o componente
afetivo-motivacional da dor (DONAHUE et al.,, 2001; LaBUDA,
FUCHS, 2000; Yl et al., 2011), o que mais se aproximaria da condi¢do
real de dor como percepcdo subjetiva, levando a uma mudanga de
estratégia comportamental frente & nova ameaca representada pelo
ambiente aversivo e a SCPd comutou de hiperalgesia para algesia.

Pesquisas em animais indicam que a manipulacéo de estruturas do
sistema limbico altera o processamento nociceptivo através da modulagéo
seletiva de componentes afetivo-motivacionais da dor. Dentre as
estruturas cerebrais estudadas, destaca-se 0 CCA. Um estudo que utilizou
lesdo eletrotitica bilateral do CCA de ratos mostrou reducéo no tempo
despendido na expressdo do comportamento de morder/lamber a pata
injetada com formalina (DONAHUE et al., 2001).

Sugere-se que a consequéncia primaria de lesGes do CCA é
interromper o processamento da informagdo relacionada ao valor
emocional negativo do estimulo nocivo, representado pelo
comportamento de morder/lamber, ao invés da intensidade do estimulo,
correspondente ao comportamento de levantar a pata injetada com
formalina (DONAHUE et al., 2001). Corroborando esses resultados,
estudos que utilizaram paradigmas de condicionamento (preferéncia de
lugar e esquiva) com o propdsito de mensurar a natureza aversiva do
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processamento nociceptivo induzido pelo estimulo nocivo em ratos
(LaBUDA, FUCHS, 2000; JOHANSEN et al., 2001), indicaram que
lesbes no CCA seletivamente interromperam a qualidade
(cognicdo/emogdo) e ndo a intensidade (sensorial) do estimulo
(LaGRAIZE et al., 2000).

Esses dados sdo condizentes com a funcdo do CCA no
processamento do componente afetivo-motivacional da dor, sendo parte
de um sistema responsavel por engajar comportamentos dirigidos a metas
(VOGT, SIKES, 2009; SHACKMAN et al., 2011; MISRA, COOMBES,
2014), como poderia ser engajado o morder/lamber a pata injetada com
formalina, um comportamento focado a dor, que € considerado por alguns
autores (DONAHUE et al.,, 2001; POTES et al., 2016), uma
manifestacdo do processamento emocional da dor. Considerando que a
atencdo pode ser considerada um componente da emogdo (OHMAN,
FLYKT, ESTEVES, 2001), essas informacfes reforcam o nosso
entendimento de que o morder-lamber pode ser considerado uma
representacdo mais fiel de aspectos atencionais da dor em relacdo ao
levantar a pata injetada com formalina. De fato, na maioria dos resultados
deste trabalho, foi o comportamento que teve altera¢fes no seu tempo de
manifestagéo.

A SCP ¢ influenciada por &reas corticais ativadas pela apresentacdo
de pistas contextuais preditivas de dor (como 0 CCA), por exemplo, pistas
gue remetem choques elétricos no dia do condicionamento. Existem
projecdes diretas do CCA para a SCP ou esta regido cortical pode alcanga-
la através de proje¢des que faz com o hipotalamo e com a BLA (VOGT
et al.,1993; KNISHIO, HABER, 1994).

Mas a SCP ndo é somente um sitio para o controle cortical e
subcortical da dor, também pode influenciar esses centros superiores. A
SCP projeta-se rostralmente para o tAllamo medial, circuito hipotalamico
defensivo, COF e CCA, fornecendo um possivel substrato para o controle
ascendente da nocicepcdo (COFFIELD, BOWEN, MILETIC, 1992;
CAMERON et al,1995) e de comportamentos defensivos
(SEMENENKO, LUMB, 1992; KINCHESKI et al., 2012).

Regides como COF e o CCA participam do aspecto atencional da
modulagdo da dor e pesquisas sustentam o envolvimento da SCP nesta
modulacdo (PETROVIC et al., 2000; TRACEY et al., 2002; VALET et
al., 2004). Estudos em animais evidenciaram efeitos cognitivos de
ligantes do sitio GLY-B do receptor NMDA da SCPd, dentre eles, a
glicina (SANTOS et al.,, 2006; CAROBREZ, TEIXEIRA, GRAEFF,
2001 para revisdo) e em humanos, a administracdo de bioglicina, um
analogo biologicamente ativo da glicina, melhora a atencdo (FILE,
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FLUCK, FERNANDES,1999). Considerando essas informacg0es e que a
funcéo psicoldgica da atengdo € motivar um comportamento (LINTON,
SHAW, 2011), sugerimos que a sensibilizacdo da coluna dorsal da SCP
com glicina pode ter levado essa estrutura cerebral a desempenhar um
papel na modulacdo atencional da dor (através de centros superiores),
motivando um comportamento nocifensivo conforme o valor emocional
do ambiente onde a nocicepcao estava ocorrendo.

A atencdo pode ser considerada um elemento crucial do estado
emocional, que pode modular respostas comportamentais ao estimulo
nocivo (LINTON, SHAW, 2011). Na verdade, o estado emocional pode
influenciar a diregdo da atengdo (OHMAN, FLYKT, ESTEVES, 2001),
tanto a atencdo para a dor (KEOGH et al., 2000;BUSHNELL et al.,
1985) quanto a distracdo dela (VALET et al., 2004; PETROVIC et al.,
2000; TRACEY et al.,, 2002). A distracdo da dor pode reduzir
comportamentos relacionados a nocicepcdo (FORD et al., 2008),
incluindo quando a distracdo ndo esta dissociada de um componente
emocional aversivo (OLANGO et al., 2012; BUTLER etal., 2011; REA
et al., 2013), como na abordagem deste trabalho, ao utilizarmos o
paradigma de analgesia induzida pelo condicionamento contextual
aversivo.

Em uma perspectiva comportamental, a dor e 0 medo sdo estados
motivacionais competitivos (FANSELOW, 1986) e de acordo com o
modelo de motivacdo-decisdo da dor, proposto por Fields, a premissa
basica para o processo de decisdo é que tudo o que é potencialmente mais
importante para a sobrevivéncia do animal do que a dor deveria exercer
efeito antinociceptivo (FIELDS, 2007). Considerando que a
representacao neural do choque foi adquirida no dia do condicionamento,
é plausivel que tenha ocorrido concorréncia entre a expectativa do choque
e a presenca da dor induzida por formalina no dia do teste. Assim o
animal ignorou, em parte, a dor (induzida por formalina) e atendeu ao
evento mais urgente no momento, desviando o foco de atencdo para o
ambiente aversivo (Fig. 32 C).

O circuito neuronal referente ao modelo de motivacdo-deciséo
envolve neurdnios do CPF, hipotdlamo e amigdala que controlam vias
aferentes nociceptivas da medula espinal (FIELDS, 2007; TRACEY,
MANTYH, 2007). Interac8es entre areas corticais e a amigdala fornecem
uma modulagdo afetiva-emocional de fungbes cognitivas (como a
atencdo) sobre a dor, tais como tomada de decisdo entre avaliagdo de
risco/ recompensa versus dor (NEUGEBAUER et al., 2009) e essa
influéncia é mediada através das conexdes da amigdala com a SCP (FOO,
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HELMSTETTER, 1999; McGARAUGHTY, HEINRICHER, 2002;
McGARAUGHTY, FARR, HEINRICHER, 2004).

Ponderando que a modulagéo da dor implica a sele¢do de uma agéo
ou tomada de decisdo (FIELDS, 2007), uma das principais funcfes da
SCPd poderia residir em influenciar na comutacdo de decisbes
comportamentais para responder ou ndo a um estimulo nocivo frente a
desafios, sejam estes provenientes do meio ambiente interno (dor
induzida por formalina) ou do meio ambiente externo (contexto aversivo).
A comutacdo para hiper ou hiponocicepcdo pela SCPd pode estar
vinculada a condi¢des ambientais especificas, biologicamente relevantes,
onde a resposta comportamental ao estimulo nocivo pode entrar em
conflito com outras atividades que mudam atencdo para longe da dor.

Assim, a sensibilizacdo da SCPd com glicina e a posterior re-
exposicdo do animal ao contexto aversivo pode ter gerado um estado
emocional que teria recrutado processos de atengéo de ordem superior do
cérebro envolvidos em uma tarefa focada no contexto ambiental,
possivelmente concomitante com a ativacdo de mecanismos defensivos.
Considerando que a sensibilizacdo da SCPd com glicina pode aumentar a
valéncia aversiva de uma potencial fonte de ameaca (CAROBREZ,
TEIXEIRA, GRAEFF, 2001, para revisdo), o valor emocional negativo
do ambiente foi aumentado, requerendo atencdo em um patamar
concorrente com a dor, ndo havendo aumento na nocicepgao (Fig. 32 D),
que outrora havia sido eliciado pela glicina intra-SCPd no contexto
neutro.
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Figura 32. Esquema da comutacao entre hiperalgesia e algesia eliciada pela
sensibilizacdo da SCPd por glicina nos contextos neutro (A, B) e aversivo (C,
D). Em A: No contexto neutro, o estimulo ameacador é a formalina, o foco de
atengdo é dirigido para este. Em B: glicina intra-SCPd aumenta a valéncia
aversiva da fonte de ameaca no contexto neutro, a pata injetada com formalina,
influenciando o0 aumento da atengdo para a dor. Em C: quando a SCPd ndo esta
sensibilizada com glicina, a expectativa do choque compete com a dor, com
favorecimento da expectativa do estimulo aversivo, o foco de ateng&o é desviado
para o contexto (aversivo) e ocorre hipoalgesia. Em D: no contexto aversivo, a
sensibilizacdo da SCPd com glicina conduz a um estado de competicdo entre o
medo do choque e a dor (fato), a nocicepgao volta a um patamar semelhante ao
do grupo controle (A), ndo havendo a hipernocicepgdo que havia sido causada
por glicina em um contexto neutro. (C) e (D) podem ser aplicados também aos
efeitos da auséncia ou presenga de glicina exégena na SCPd sobre o
congelamento induzido contextualmente (Fonte: Autoria propria).

Tendo em mente que a SCP funciona como uma area de integracio
atencional/emocional e de modulacéo da dor, a abordagem utilizada nesta
etapa do trabalho e os resultados decorrentes dela ajudam a sustentar a
hipotese de que a SCPd seria uma candidata natural a estrutura
comutadora entre facilitagcdo e inibicdo da dor dependente da valéncia
emocional/atencional que é atribuida ao contexto onde ocorre a
nocicepgéao.
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5.2 O SISTEMA NORADRENERGICO DESCENDENTE MEDEIA
OS EFEITOS NOCICEPTIVOS DA MICROINJECAO DE
GLICINA NA SCPd NO CONTEXTO NEUTRO

Com o propésito de investigar se fibras descendentes
noradrenérgicas e seus receptores espinais a1 € oy estariam mediando os
efeitos nociceptivos decorrentes da sensibilizagdo da SCPd com glicina,
empreendemos em nossos experimentos, o tratamento por via intratecal
com a neurotoxina 6-OHDA e com o0s antagonistas dos receptores
espinais a1 € op-adrenérgicos, prazosina e ioimbina, respectivamente,
previamente ao tratamento da SCPd com glicina.

Aplicamos esse ferramental farmacoldgico igualmente a medula
espinal de ambos os grupos, ndo-condicionado e condicionado, ao
considerar que fatores cognitivos, como a aten¢do, podem ser preditores
da percep¢do da dor (KLENERMAN et al., 1995) e que existem
evidéncias de que a modulacdo atencional da dor envolve vias
descendentes (HEINRICHER, FIELDS, 2013). Assim, diferentes
contextos, apesar de ativarem regifes corticais e subcorticais envolvidas
no processamento atencional e emocional da dor, também podem modular
a transmissdo no corno dorsal da medula espinal, agindo em estagios
muito iniciais da nocicepcdo (BUSHNELL et al., 1985; MATRE,
CASEY, KNARDAHL, 2006; EIPPERT et al., 2009 a, b; SPRENGER,
etal.,, 2012; GEUTER, BUCHEL, 2013).

Em um contexto neutro, tem sido difundido que as projecOes
noradrenérgicas descendentes podem exercer um controle bidirecional da
nocicep¢do espinal (HOLDEN, SCHWARTZ, PROUDFIT, 1999;
NUSEIR, PROUDFIT, 2000), com a inibi¢ao da nocicep¢do mediada por
receptores ap-adrenérgicos (OMOTE et al.,, 1998; BABA, SHIMOJI,
YOSHIMURA, 2000; BABA et al., 2000, SONOHATA et al., 2004), e
efeito pro-nociceptivo dirigido por receptores az-adrenérgicos espinais
(BRODIE, PROUDFIT, 1986; FANG, PROUDFIT, 1998; HOLDEN,
SCHWARTZ, PROUDFIT, 1999; MATOS et al., 2016).

Dados sobre a acdo modulatéria de vias descendentes espinais na
analgesia induzida pelo condicionamento contextual aversivo séo
escassos. Estudos indicam a participacdo de receptores canabinoides do
corno dorsal nesta expressdo comportamental (SUPLITA et al., 2006;
OLANGO etal., 2014).

Deste modo, investigamos a potencial mobilizacdo do sistema
noradrenérgico descendente da dor (ativacdo de fibras noradrenérgicas
que se projetam a medula espinal ¢ mediagdo de receptores o1 € o2-
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adrenérgicos espinais) na acdo da SCPd em aumentar e/ou reduzir a
nocicepcdo em dois contextos distintos (neutro e aversivo).

De forma semelhante a empregada na descri¢do dos resultados, a
discussdo a partir desse ponto sera desenvolvida conforme a divisdo dos
dados referentes ao teste de formalina adotada neste trabalho, iniciando
com o periodo correspondente dos 10 aos 35 min apds a injecdo na pata
deste agente nocivo (Fase Il A) e por fim, com a Fase Il B do teste
nociceptivo (dos 35,1 aos 60 minutos).

5.21Fase Il A

O quadro 1 resume os principais achados desse trabalho no
contexto neutro durante a fase Il A do teste de formalina.

Quadro 1 - Resumo dos principais efeitos nocifensivos no contexto neutro dos
tratamentos intratecal e intra-SCPd durante a Fase 11 A do teste de formalina.

Tratamento Efeito
6-OHDA (i.t.) -
6-OHDA (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) Reverteu o efeito

hipernociceptivo da glicina

loimbina (i.t.) -
loimbina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) 1 nocicepgdo

Prazosina (i.t.) | nocicepgdo
Prazosina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) Suprimiu o efeito

hipernociceptivo da glicina

Tratamento: 6-OHDA = 6-hidroxidopamina, i.t. = Intratecal, SCPd = Substancia
cinzenta periaquedutal dorsal.
Efeito: (-) = sem efeito, 1 = aumento, | = diminuigéo.
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5.2.1.1 No contexto neutro, vias noradrenérgicas descendentes sdo
ativadas pela SCPd quando esta for sensibilizada por glicina

Neste trabalho, a énfase a respeito da degeneracdo
catecolaminérgica descendente foi dada as fibras noradrenérgicas, apesar
de haver conhecimento de que a toxina utilizada (6-OHDA) pdde
ocasionar a deplecdo de outras fibras catecolaminérgicas descendentes
gue ndo as noradrenérgicas, como as dopaminérgicas. Tratos
descendentes dopaminérgicos se originam nos grupos celulares A9 e All
localizados no hipotalamo e se dirigem a medula espinal (DAHLSTROM,
FUXE, 1964) e ha evidéncias do envolvimento da dopamina na
transmissao nociceptiva espinal (YANG et al., 2005; TANIGUCHI et al.
2011; KIM et al., 2015)

Em contrapartida, estudos mostraram que a inje¢éo intratecal de 6-
OHDA depletou seletivamente noradrenalina na medula espinal sem
afetar os niveis de dopamina ou serotonina (FASMER et al., 1986;
FERIA etal., 1992; POST etal., 1987; TIJLSEN, BERGE, HOLE, 1991,
HUNG et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2003). Considerando que a
maioria das fibras catecolaminérgicas na medula espinal sdo
noradrenérgicas (HEINRICHER, FIELDS, 2013), sendo que as fibras
dopaminérgicas correspondem apenas a 10% dessa inervacdo
(SKAGEBERG et al., 1982), a interferéncia da neurotransmissdo
dopaminérgica no funcionamento do corno dorsal pode ser tdo pequena,
gue a degeneracdo dopaminérgica por 6-OHDA ndo produziria efeitos
robustos, por isso enfatizamos a participa¢do do sistema noradrenérgico
na interpretacdo dos nossos resultados.

Nossos dados mostraram que a degeneracdo quimica das fibras
catecolaminérgicas (especialmente noradrenérgicas) da medula espinal
pela neurotoxina 6-OHDA administrada por via intratecal ndo teve efeito
sobre o tempo de manifestacdo do comportamento nocifensivo de
morder/lamber a pata injetada com formalina, nos animais nao-
condicionados que receberam microinjecéo cerebral (SCPd) de PBS.

Esse resultado é sustentado por varios estudos que indicam que o
sistema noradrenérgico descendente parece nao estar tonicamente ativo
em condi¢es normais (WEST et al., 1993; MARTIN et al., 1999;
TAYLOR, RODERICK, BASBAUM, 2000; JASMIN et al., 2003;
HAYASHIDA et al., 2012), ou seja, em estados de dor ndo patologica
(TAYLOR, WESTLUND, 2016), ndo ficando claro se o tbnus
noradrenérgico tem influéncia significativa sobre a resposta nociceptiva
aguda e tonica (HEINRICHER, FIELDS, 2013; PERTOVAARA, 2013).
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De fato, nossos dados indicaram que somente nos grupos que tiveram a
SCPd sensibilizada com glicina houve ativacdo do sistema
noradrenérgico  descendente, revelando-se um  mediador da
hipernocicepgéo induzida pela glicina intra-SCP.

Diversos grupos relataram que a deplecdo de norepinefrina na
medula espinal (pela administracdo de neurotoxinas que degeneram fibras
noradrenérgicas) e o blogueio farmacolégico de receptores
noradrenérgicos espinais o1 € o2 tém pouco ou henhum efeito sobre testes
de dor aguda e tobnica (MARTIN et al., 1999; NUSEIR, PROUDFIT,
2000; JASMIN, BOUDAH, OHARA, 2003). Em contraste, Howorth e
colaboradores (2009) relataram hiperalgesia térmica quando uma
abordagem baseada em wvetor viral foi utilizada para reduzir a
excitabilidade de neur6nios noradrenérgicos pontinoespinais em animais
normais (HOWORTH et al., 2009).

Resultados discrepantes em relagdo a este componente da
modulagdo descendente se aplicam também ao teste de formalina, com
nenhum efeito (SAWYNOK, REID, DOAK, 1995) e respostas reduzidas
em animais submetidos a degeneragdo de fibras noradrenérgicas
descendentes por 6-OHDA (FASMER et al., 1986; TIJLSEN, BERGE,
HOLE, 1991) ou respostas aumentadas pela deplecdo de norepinefrina
com o uso da imunotoxina dopamina [-hidroxilase (DBH)-saporina
(MARTIN et al.,, 1999) e supressdo da excitabilidade neuronal
noradrenérgica (HOWORTH et al., 2009).

Um importante fator que poderia gerar resultados contraditorios
em relacdo ao sistema noradrenérgico descendente é que esses estudos,
em sua maioria, foram realizados em roedores, portanto, é crucial levar
em consideragdo as caracteristicas particulares de diferentes espécies e de
certas cepas de ratos (CLARK, YEOMANS, PROUDFIT, 1991; SLUKA,
WESTLUND, 1992; BRUINSTROOP et al., 2012). Por exemplo,
existem diferencas em relagdo a inervacdo espinal que provém do LC e
do grupo de células noradrenérgicas A7 entre cepas de ratos Sprague-
Dawley (SLUKA, WESTLUND, 1992) e entre estas e ratos Wistar
(HOWORTH et al., 2009).

Enquanto que em animais Sprague-Dawley Sasco, a maioria da
inervacgdo noradrenérgica proveniente do LC termina no corno ventral da
medula espinal (CLARK, YEOMANS, PROUDFIT, 1991; SLUKA,
WESTLUND, 1992), em ratos Harlan, a maioria inerva o corno dorsal
(FRITSCHY et al., 1987; FRITSCHY, GRZANNA, 1990; GRZANNA,
FRITSCHY, 1991). Em relacdo as fibras noradrenérgicas que se
originam do grupo celular da area A7, a maioria termina no corno dorsal
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dos animais Sasco, enquanto que, nos ratos Harlan, no corno ventral
(BRUINSTROORP et al., 2012).

Em ratos Wistar, utilizados em nossos experimentos, a literatura
indica que as projecBes noradrenérgicas originam-se de todos os trés
grupos de neurdnios noradrenérgicos pontinos que se dirigem a medula
espinal (A5, LC e A7) e em sua maioria, as fibras terminam no corno
dorsal superficial (HOWORTH et al., 2009), apesar de um moderado
numero de terminais axdnicos de fibras noradrenérgicas serem
encontrados também no corno ventral e nas camadas mais profundas do
corno dorsal (LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

Diferentes modelos animais de nocicep¢éo utilizados nos estudos
sobre 0 sistema noradrenérgico descentente também devem ser
ponderados com cautela na interpretacdo dos dados, ja que podem exercer
diferentes efeitos aversivos (LE BARS, GOZARIU, CADDEN, 2001).
Por exemplo, testes de nocicepgdo considerados escapaveis tais como
retirada de cauda (tail flick) induzida por estimulo térmico nocivo podem
ter baixo potencial para produzir ansiedade em relagdo ao estimulo, uma
vez que o animal pode ter controle sobre a intensidade da nocicepcéo a
qual ele é submetido. Por outro lado, testes nociceptivos tnicos ou
persistentes e/ou ndo escapaveis (formalina, por exemplo) podem ser
proporcionalmente mais aversivos para 0s animais.

As circunstancias (por exemplo, a aversividade do contexto
ambiental) que influenciam o SNC em decidir por facilitar ou inibir a
nocicepcdo também pode ser de grande valia na explanacdo dos dados dos
estudos mencionados e dos nossos resultados. De fato, diferente do que
foi verificado no contexto neutro, o sistema noradrenérgico descendente
mostrou-se ativo no contexto aversivo, sem requerer sensibilizagdo da
SCPd com glicina, como discutido na proxima sessao.

No presente estudo, animais que receberam PBS intra-SCPd e 6-
OHDA por via intratecal exibiram padrdo comportamental nocifencivo
semelhante aos tratados com veiculo por via intratecal (e com PBS na
SCPd). Apesar de pesquisas indicarem niveis similares de
comportamentos nocifensivos induzidos por formalina entre grupos
tratados com essa neurotoxina e o grupo controle (SAWYNOK, REID,
DOAK, 1995; GUTIERREZ, et al., 2003), a analise comportamental
nesses estudos ocorreu em uma fase tardia (7 a 14 dias) ap6s o tratamento
com 6-OHDA. Segundo Lei e colaboradores (2011), essa toxina tem seu
desempenho méaximo aos 4 dias de tratamento (LEI et al., 2011), faixa
de tempo seguida no atual trabalho para analise comportamental.

A falta de alteracdo no tempo despendido em morder/lamber no
grupo de animais que teve degeneracao de fibras noradrenérgicas por 6-
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OHDA (e que recebeu PBS intra-SCPd) poderia estar relacionada ao
caracteristico efeito bidirecional da noradrenalina sobre a transmisséo
nociceptiva espinal (HEDO, LOPEZ-GARCIA, 2001). Assim a
desnervacgdo noradrenérgica poderia ter conduzido a um efeito nulo sobre
o0 tempo de manifestacdo comportamental, possivelmente porque tanto a
facilitagdo nociceptiva mediada por receptores a1 € a inibi¢cdo, por
receptores az-adrenérgicos (PERTOVAARA, 2013 para revisdo)
estariam igualmente comprometidas. Porém, essa situagdo ndo deve se
aplicar aos nossos resultados, pois a nocicepcdo induzida por formalina
foi reduzida quando aplicamos por via intratecal prazosina (antagonista
seletivo para receptores ai-adrenérgicos) e ndo foi alterada com a
administragdo de ioimbina (antagonista de receptores ap-adrenérgicos)
pela mesma via. Assim, o componente noradrenérgico modula a
nocicepcdo induzida por formalina e revela-se predominantemente
facilitatorio ap6s manipulagdo dos receptores a-adrenérgicos espinais
com antagonistas.

Entdo devemos considerar duas possibilidades na interpretagdo
desses dados. Primeira, pode ndo ter ocorrido a degeneracdo de todas as
fibras noradrenérgicas com terminagGes na medula espinal, como se
esperava. Utilizamos em nossos experimentos a neurotoxina 6-OHDA
por via intratecal. Alguns pesquisadores sugerem que esta toxina €
especifica para axonios neuroadrenérgicos cujos soma estdo localizados
no LC (LLORCA-TORRALBA, 2016). McBride e colaboradores (1985)
descobriram que a 6-OHDA destr6i axénios noradrenérgicos espinais do
LC, mas ndo axonios do grupo de células noradrenérgicas da area
tegmental lateral (MCBRIDE et al., 1985).

Assim, influéncias noradrenérgicas provenientes de outras areas,
como as do grupo celular A7 poderiam estar atuantes no corno dorsal,
mascarando os efeitos globais deste sistema sobre a nocicepcao induzida
por formalina. De fato, o resultado proveniente do uso de 6-OHDA
(nenhum efeito significante) e da administracdo de antagonistas por via
intratecal (efeito inibidor da prazosina, indicando efeito facilitador do
receptor as-adrenérgico) foram diferentes.

Segunda, o antagonismo de receptores ap-adrenérgicos (por
ioimbina) ndo alterou os comportamentos nocifensivos induzidos por
formalina, o que nos leva a supor que poderia ter ocorrido o envolvimento
de outro sistema monoaminérgico descendente mediando inibicdo do
teste de formalina, como o sistema serotonérgico. A ativagdo de
receptores serotonérgicos espinais, como 5-HTia, 5-HT1g, 5-HTip € 5-
HT- desencadeiam mecanismos que inibem a nocicepcdo (DROGUL,
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OSSIPOV, PORRECA, 2009; RAHMAN, et al., 2009; SUZUKI,
DICKENSON, 2004).

A potencial antinocicepcdo pelo sistema serotonérgico (pelo
neurotransmissor serotonina) poderia ter sido contrabalanceada pela
influéncia facilitatoria exercida por fibras noradrenérgicas descendentes
provenientes de outras regides que nao o LC e mediada por receptores o1
no corno dorsal. O resultado do balango entre suposta antinocicepgao pelo
sistema serotonérgico e pré-nocicepgdo mediada por receptores o1 Seria
nulo. A participacdo de receptores serotonérgicos espinais trata-se de uma
suposicdo tedrica ndo observavel a partir dos dados apresentados.
Experimentos adicionais precisariam ser realizados para testar esta
hipotese.

No entanto, ao sensibilizarmos a SCPd com glicina (antes da
aplicacdo do estimulo nocivo, formalina), o animal vai para a caixa de
observacdo mais atento a pata, e mantém-se focado nela (pois estamos
falando de contexto neutro), ocorrendo hipernocicepcao. Possivelmente a
sensibilizagdo da SCPd sobrepujou os potenciais efeitos da ativagdo do
componente inibitério do sistema serotonérgico, resultando em
hipernocicepcdo. O efeito pré-nociceptivo mediado pelo sistema
noradrenérgico apareceu somente quando animais tiveram a SCPd
sensibilizada com glicina (a 6-OHDA diminuiu o tempo de
morder/lamber). Assim, nossos resultados sugerem que o balango final
das fungbes modulatérias do sistema noradrenérgico descendente sobre a
nocicepcdo induzida por formalina, parece ser destacado apenas quando
seu tdnus & medula espinal for melhorado, tendo a SCPd participacdo
nesse processo.

Por outro lado, a injegdo intratecal de 6-OHDA no grupo que
recebeu glicina ndo somente diminuiu o tempo da expressdo do
comportamento nocifensivo em relagdo ao grupo contraparte (que
recebeu injecdo intratecal de veiculo e microinjecéo de glicina na SCPd),
mas também conduziu o comportamento a um patamar semelhante ao do
grupo controle ndo-condicionado (tratado com veiculo e PBS). Indicando
que a acdo hipernociceptiva da glicina na coluna dorsal da SCP depende
da existéncia de um sistema noradrenérgico descendente funcional e este
aminoacido, é um dos ativadores deste sistema por sensibilizar a SCPd a
nocicepgdo. A SCP e o corno dorsal da medula espinal ndo contém
neurdnios noradrenérgicos (DAHLSTROM, FUXE, 1964, HOKFELT
JOHANSSON, GOLDSTEINM, 1984), assim, neurénios da SCPd devem
direta ou indiretamente ativar neurdnios noradrenérgicos cujas projecoes
terminam na medula espinal. De fato, a SCPd tem amplas projec6es aos
nucleos pontinos noradrenérgicos que possuem projecdo espinal, como o
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LC (A6) e o grupo de células noradrenérgicas A7 (WESTLUND,
COULTER, 1980; WESTLUND et al.,1981, 1982, 1983; CAMERON et
al., 1995).

Ao implementarmos a discriminagdo farmacoldgica de receptores
a-adrenérgicos envolvidos na hipernocicepcdo ocasionada pela
microinjecdo de glicina na SCPd, constatamos que 0 grupo néo-
condicionado que recebeu ioimbina (um antagonista de receptores o-
adrenérgicos) por via intratecal previamente a microinjecdo de glicina
intra-SCPd, ndo teve alteracdo no tempo gasto na expressdo de
morder/lamber em relagcdo ao seu grupo contraparte (pré-tratado com
veiculo por via intratecal e tratado com glicina por via intracerebral)
indicando que o aumento na nocicepcao eliciado pela glicina ndo requer
mediagdo de receptores az-adrenérgicos espinais.

A administracdo intratecal de ioimbina per se ndo ocasionou
alteracdo com efeito significante sobre o tempo gasto em morder/lamber
comparando-se ao grupo controle (que recebeu veiculo por via intratecal
e PBS por via intracerebral), esses dados sdo corroborados pelos
resultados de Ouyang e colaboradores, que encontraram que ioimbina
sozinha, por via intratecal, ndo apresentou qualquer alteragdo na
nocicepgdo induzida por formalina (OUYANG et al., 2015).

Supde-se que o fluxo noradrenérgico descendente € baixo ou
ausente em condicGes de dor ndo patolégica (HEIRICHER, FIELDS,
2013), pelo menos o fluxo de um dos componentes desse sistema, como
observamos. Existem fundamentos de que os niveis de noradrenalina
liberada na medula espinal pelo LC (uma das principais fontes de
noradrenalina para o corno dorsal) em condi¢Bes normais de dor sdo
insuficientes para modular as respostas basais (MUTO, et al.,2012).
Especificamente, a participagdo dos receptores ap-adrenérgicos nessas
condicdes foi investigada por um estudo que utilizou knockout de genes
dos subtipos de receptores op-adrenérgicos. Nenhum subtipo influenciou
0 comportamento relacionado & nocicep¢do induzido por estimulo
periférico em animais sem dor sustentada (MALMBERG et al., 2001).

A ioimbina é frequentemente utilizada para induzir melhora na
atividade noradrenérgica, ja& que esta impede a agdo inibitoria dos
receptores o Ppré-sinapticos, levando ao aumento da liberacdo de
noradrenalina em diversas regifes do SNC (ABERCROMBIE, KELLER,
ZIGMOND, 1988; CRESPI, 2009). A ioimbina pode assim ser
considerada um agente simpatomimeético indireto, uma vez que aumenta
a quantidade de noradrenalina disponivel no corno dorsal, sua a¢do assim,
se aproxima das condicdes fisioldgicas existentes.
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Estudos mostraram que a ioimbina, além de agir sobre o0s
receptores op-adrenérgicos (pré e p6s-sinépticos), pode atuar também em
receptores de outras vias de transmissdo monoaminérgica, como
receptores serotonérgicos do tipo 5-HT:a (MILLAN, 2000; HOLMES,
QUIRK, 2010), que sdo pos-sinapticos e inibem a excitabilidade de
neurbnios do trato espinotaldmico e de interneurbnios excitatorios
(PERTOVAARA, 2006). Em receptores 5-HT14 de roedores e humanos,
este alcaldide exibe atividade de agonista parcial (KAWAI et al., 1994;
LLADO, ESTEBAN, GARCIA-SEVILLA, 1996; NEWMAN-
TANCREDI et al.,1998, OWEN, WHITTON, 2003).

Assim, supomos que na dose utilizada neste trabalho, a acdo
antagonistica da ioimbina sobre receptores op-adrenérgicos pds-
sindpticos (acdo que resulta em aumento da nocicepcdo) seria
contrabalanceada por seu efeito agonistico sobre receptores 5-HTia,
(causando diminuicdo da nocicepgdo), o que poderia justificar a a falta de
efeito da ioimbina sobre a nocicepg¢do induzida por formalina.

Por outro lado, nossos dados mostraram que a prazosina per se teve
efeito evidente na nocicepcao induzida por formalina. A injecéo intratecal
deste antagonista de receptores aj-adrenérgicos no grupo néo-
condicionado que recebeu PBS intra-SCP ocasionou reducdo do tempo de
morder/lamber a pata em relacdo ao grupo controle (tratado com veiculo
por via intratecal e PBS por via intracerebral), indicando que receptores
az-adrenérgicos sdo participantes da mediagdo da facilitagcdo descendente
gue controla e mantém a fase Il A do teste de formalina (AMBRIZ-
TUTUTI et al., 2011; GREEN, SCARTH, DICKENSON, 2000;
WIERTELAK et al., 1994). Esse resultado também é respaldado pelo
que foi enfatizado por VVanegas e Shaible em relacdo ao teste de formalina,
de que a resposta nocifensiva a injecdo deste agente nocivo €
predominantemente facilitada (em vez de inibida) na auséncia de estresse
psicolégico (VANEGAS, SCHAIBLE, 2004), como em um contexto ndo
aversivo (neutro).

Um dos principais achados do nosso trabalho foi a reversdo do
efeito hipernociceptivo (eliciado pela microinjecdo de glicina na SCPd)
pelo pré-tratamento com prazosina por via intratecal. A prazosina nédo
apenas reduziu o tempo de manifestacdo comportamental nocifensiva em
relagdo ao grupo contraparte tratado com veiculo intratecalmente (NC-
veiculo-glicina), mas também diminuiu o tempo de morder/lamber a
niveis abaixo dos expressos pelo grupo controle, tratado com veiculo e
PBS (NC-veiculo-PBS).
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Assim, no contexto neutro, projecfes noradrenérgicas para a
medula espinal sdo ativadas pela SCPd (sob sensibilizacdo com glicina) e
facilitam a nocicep¢do pela mediagdo de receptores espinais oi-
adrenérgicos. Algumas evidéncias de outros estudos e do presente,
sustentam nossos achados. Primeira, a estimulacéo elétrica da SCP leva a
liberacdo de noradrenalina na medula espinal (FENG, MCADOO,
WILLIS, 1998), considerando que a SCPd se projeta apenas
minimamente para a medula espinal (DAMPNEY et al., 2013), os efeitos
noradrenérgicos da estimulacdo da SCPd devem-se as suas conexdes
diretas ou indiretas aos nicleos de células noradrenérgicas da Ponte. De
fato, a SCPd tem projecOes, através do hipotadlamo e do NMR, para o
grupo celular A7 e diretamente para o LC (regido suprida grandemente
pela porcao dorsolateral da SCP) (CAMERON et al., 1995), principais
fontes de noradrenalina para a medula espinal (HEINRIQUER, FIELDS,
2013).

Segunda, terminacBes nervosas dopaminérgicas sdo minimas na
medula espinal (SKAGEBERG et al., 1982), assim, é plausivel que a a¢do
degenerativa da 6-OHDA atinga principalmente terminages
noradrenérgicas no corno dorsal (MAEDA et al.,, 2009; LLORCA-
TORRALBA, etal., 2016). Além disso, essa neurotoxina tem seletividade
para fibras noradrenérgicas do LC (McBRIDE et al., 1985), principal
local onde terminam projecdes da coluna dorsolateral da SCP no tronco
encefalico, como ja mencionado.

A terceira evidéncia € sustentada pela discriminagdo
farmacologica de receptores a-adrenérgicos espinais no nosso trabalho. A
hipernocicepg¢do induzida pela microinjecéo de glicina intra-SCPd néo foi
bloqueada pelo pré-tratamento com ioimbina, mas foi suprimida pela
injecdo intratecal de prasozina, um antagonista de receptores o1-
adrenérgicos.

Vaérios estudos apontam os receptores oz-adrenérgicos do corno
dorsal como mediadores pro-nociceptivos (HOLDEN, SCHWARTZ,
PROUDFIT, 1999; FAN, PROUDFIT, 1998; HOLDEN, NALEWAY,
2001; JEONG et al., 2012). As abordagens experimentais destes
pesquisadores implicaram o grupo de células A7 de ratos Sprague-
Dawley, linhagem Sasco, regido que, nesta linhagem de ratos, as
projecdes terminam no corno dorsal da medula espinal (HOLDEN,
SCHWARTZ, PROUDFIT, 1999; FAN, PROUDFIT, 1998), de forma
semelhante as proje¢des espinais da regido A7 de ratos da linhagem
Wistar (HOWORTH et al., 2009), animais utilizados no nosso trabalho.

O grupo de células A7, descrito por Dahlstrom e Fuxe em 1964,
(DAHLSTROM, FUXE, 1964) fornece a maior inervagao noradrenérgica



126

das laminas I-1V no corno dorsal (CLARK, PROUDFIT, 1991), que é 0
principal campo para onde se dirigem 0s ramos centrais de nociceptores
e onde muitos neurdnios de segunda ordem do trato espinotalamico estéo
localizados (LIGHT, PERL, 1979), os Gltimos recebem inervacao direta
de terminagbes axoOnicas de fibras noradrenérgicas descendentes
(WESTLUND et al., 1990).

Estudos morfoldgicos e farmacolégicos in vivo sugerem que a area
AT é uma parte importante do sistema de modulacdo da dor e que muitos
outros componentes deste sistema podem exercer seus efeitos
nociceptivos controlando a excitabilidade dos neurdnios noradrenérgicos
desta area (YEOMANS et al., 1992; HOLDEN et al., 1999; NUSEIR,
HEIDENREICH, PROUDFIT, 1999; NUSEIR, PROUDFIT, 2000; MIN
et al., 2008, 2009, 2010; BAJIC, COMMONS, 2010). Neurdnios da
regido A7 recebem densa inervacdo diretamente do LC (WEI,
PERTOVAARA, 2013), do NMR (BRODIE, PROUDFIT, 1986), de
algumas regides do hipotalamo (HOLDEN, NALEWAY, 2001; JEONG
et al., 2012) e da SCPvI (BAJIC et al., 2009), todas essas regides tem
conexdes com neurdnios da SCPd.

Um grupo de pesquisadores (HOLDEN, NALEWAY, 2001;
JEONG et al., 2012) evidenciou o papel bimodal dos neurdnios
noradrenérgicos do grupo A7 sobre a nocicep¢do, demonstrando o
envolvimento de receptores o-adrenérgicos espinais nessa fungéo,
evidenciando as conexdes desta area com o hipotalamo.

O hipotadlamo lateral (HOLDEN, NALEWAY, 2001) e o
hipotdlamo posterior (JEONG et al., 2012) modulam a nocicepgéo por
meio de efeitos opostos, através de conexBes com a regido A7, a
antinocicepgdo ocorre a partir de a¢fes da noradrenalina em receptores
az-adrenérgicos, enquanto a hipernocicepg¢do ocorre a partir de agoes
deste neurotransmissor em receptores a; ho corno dorsal (HOLDEN,
NALEWAY, 2001; JEONG et al.,, 2012). Em estudo anterior, eles
haviam sugerido que a modulagdo da nocicepcdo por essa area €
influenciada por neurbnios opioides. A microinjecdo de baixas doses de
morfina no grupo celular A7 resultou em efeito hipernociceptivo, que foi
blogueado por inje¢do intratecal de antagonista de receptores os-
adrenérgicos (WB4101). No entanto, esse efeito pré-nociceptivo néo foi
reduzido pelo antagonista de receptores op-adrenérgicos ioimbina
(HOLDEN, SCHWARTZ, PROUDFIT, 1999). Esses ultimos dados
referentes @ mediacdo do efeito hipernociceptivo da &rea A7 por
receptores oz-adrenérgicos espinais, sdo comparaveis aos resultados do
nosso estudo (a¢do hipernociceptiva da microinje¢éo de glicina na SCPd,
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bloqueada por antagonista de receptores ai-adrenérgicos espinais e nao
reduzido pelo antagonista de receptores az-adrenérgicos ioimbina).

Na medula espinal, os terminais sinapticos da area A7 que contém
dopamina-B-hidroxilase parecem formar sinapses tanto com neurdnios do
trato espinotaldmico (WESTLUND et al., 1990) quanto com neurdnios
do corno dorsal ndo identificados (HAGIHIRA et al., 1990; DOYLE,
MAXWELL, 1991 a ,b). Receptores a-adrenérgicos sdo receptores
metabotropicos, os do tipo a1 estdo acoplados a proteina Gg/11 e ativam
a fosfolipase C (PLC) que conduz ao aumento intracelular da
concentracdo de ions célcio e ativacdo de proteina quinase C (PKC)
(HAGUE et al., 2003), levando a despolarizacdo da membrana celular e
aumentando respostas neuronais para a transmissdo nociceptiva na
medula espinal (BUDAI, HARASAWA, FIELDS, 1998).

Nossa sugestdo é que a microinjecdo de glicina na SCPd poderia
ativar, possivelmente indiretamente, o nucleo pontino A7, que, por sua
vez, tem proje¢des ao corno dorsal, liberando noradrenalina na medula
espinal e excitando neur6nios do trato espinotalamico, através da ativacéo
de receptores as-adrenérgicos (Fig. 33).

Considerando que intervencGes por via intratecal com
neurotoxinas de fibras noradrenérgicas descendentes podem revelar a
atividade bilateral do LC (LLORCA-TORRALBA etal., 2016) e que a
degeneracéo de fibras noradrenérgicas por 6-OHDA (que tem preferéncia
por fibras do LC, como ja mencionado), reduziu a hipernocicepcdo
eliciada por glicina, podemos sugerir que a glicina na SCPd pode facilitar
a nocicepcao através da ativacdo de certos neurdnios do LC (em adicéo
as fibras do grupo celular A7 ativadas pela SCPd).

Um emergente corpo de pesquisa vem registrando efeitos pro-
nociceptivos descendentes pela ativagdo do LC (BRIGHTWELL,
TAYLOR, 2009; MARTIN et al., 1999; MARTINS et al., 2010b;
LLORCA-TORRALBA et al., 2016; TAYLOR, WESTLUND, 2016).
Porém, a maioria desses neurdnios facilitatérios do LC parece ndo ter
projecdo espinal (HICKEY et al., 2014). Existem recentes explanagdes
sobre 0 LC como um importante gerador de dor na transicdo da dor aguda
para a dor cronica, bem como durante a manutencdo da dor cronica
(LLORCA-TORRALBA et al., 2016; TAYLOR, WESTLUND, 2016
para revisdes).

Um estudo que utilizou uma abordagem optogenética sugeriu que
populacdes especificas de neurdnios (ventral e dorsal) do LC sdo
associadas aos efeitos anti e pro-nociceptivos. Os pesquisadores
concluiram que o efeito antinociceptivo é oriundo de neurdnios situados
ventralmente nesse ndcleo, isso implica que os efeitos pré-nociceptivos
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se originariam de neurdnios localizados mais dorsalmente (HICKEY et
al., 2014). De fato, neurdnios da regido ventral do LC sdo os que tém
projeces para a medula espinal (WESTLUND et al, 1983;
BRUIINSTROOP et al., 2012),

Martins e colaboradores (2013) implicaram a ideia de que o LC
exerce efeitos prd-nociceptivos no teste de formalina indiretamente,
devido as suas proje¢des ao nlcleo dorsal da rafe (NDR) (MARTINS, et
al., 2013). O NDR é um nucleo bulbar serotonérgico considerado exercer
um papel importante na facilitacdo da transmisséo nociceptiva na medula
espinal (ALMEIDA et al., 2006; HEINRICHER et al., 2009; LIMA,
ALMEIDA, 2002) e a inervacdo noradrenérgica ao NDR contribui para
essa funcdo. Esse nicleo conecta-se reciprocamente com a medula
espinal, através de uma suposta via direta e excitatéria (LIMA,
ALMEIDA, 2002). Os neur6nios do LC compreendem uma das principais
aferéncias ao NDR (MARTINS et al., 2008).

Manipulaces farmacolégicas do NDR corroboram para sua
importancia na facilitacdo da dor. A diminuicdo dos niveis locais de
noradrenalina no NDR (com entrega de antisenso tirosina hidroxilase
mediada por vetor viral) reduziram um estado de dor neuropética
(MARTINS et al., 2010b) e comportamentos nocifensivos no teste de
formalina (MARTINS et al., 2013), enquanto que 0 aumento dos niveis
de noradrenalina (com nomifensina, inibidor da recaptacdo de
noradrenalina) aumentou respostas comportamentais no teste de
formalina (MARTINS et al., 2013) e o estado de dor neuropatica
(MARTINS et al., 2015). A microinjecdo de prazosina, mas nao de
atipamezole (antagonista de receptores oz-adrenérgicos) no NDR reverteu
esses efeitos (MARTINS et al., 2013, 2015), indicando que receptores a1-
adrenérgicos medeiam facilitacdo da nocicepgdo também em &reas
supraespinais.

A chegada continua de informacao nociceptiva a partir da medula
espinal a &reas cerebrais, como o LC, que ocorre durante a instalacdo da
dor crdnica pode desencadear a facilitacdo descendente da dor (TRACEY,
MANTHY, 2007; HEINRICHER et al., 2009; TAVARES, LIMA, 2007).
A ativacdo do LC induz a liberag&o de noradrenalina (ABERCROMBIE,
KELLER, ZIGMOND, 1988; BRUN et al., 1993; ASTON-JHONES,
COHEN, 2005). Mas no processo pro-nociceptivo, a liberacdo de
noradrenalina no corno dorsal pela ativacdo do LC, parece ndo ocorrer
por projecGes diretas deste nlcleo a medula espinal (HICKEY et al.,
2014). Nossos resultados indicaram que o receptor noradrenérgico o
aumentou a dor induzida por formalina mesmo sem a sensibilizagéo da
SCPd com glicina. Assim possivelmente, um fluxo de transmisséo



129

nociceptiva sustentada da medula espinal ao LC (devido a ativagdo de
neurdnios de 2% ordem) ocorreu durante a fase I1A no teste de formalina
(mesmo sem a SCPd estar sensibilizada com glicina), assim o teste
algesimétrico utilizado no nosso trabalho pbde ter uma contribuicdo
relevante para a facilitagdo descendente da dor causada pela
administragéo de glicina na SCPd.

Considerando os estudos mencionados acima e os resultados de
MARTINS e colaboradores (2013, 2015), sugerimos que uma das
supostas vias para os efeitos pro-nociceptivos da microinjecéo de glicina
na SCPd (especialmente a SCPdl, que supre preferencialmente o LC) é
que a coluna dorsal ativou projecdes a regido dorsal do LC que, por sua
vez acionou, 0 NDR, que tem neurfnios com projecfes diretas ao corno
dorsal, de natureza serotonérgica (Fig. 33).

Apesar de observarmos consideravel reversdo da hipernocicepcéo
eliciada pela glicina intra-SCPd com o bloqueio de receptores o1 -
adrenérgicos espinais, ndo podemos descartar a potencial participacao de
vias serotonérgicas descendentes. A liberacdo de serotonina no corno
dorsal pelo NDR poderia contribuir para a pré-nocicepgdo através da
ativacdo de receptores serotonérgicos 5-HTza e 5-HT3, por exemplo, cuja
ativacdo é facilitatéria (DROGUL, OSSIPOV, PORRECA, 2009;
RAHMAN, et al., 2009; SUZUKI, DICKENSON, 2004). A investiga¢do
do envolvimento dos receptores serotonérgicos espinais nos efeitos
nociceptivos da glicina ndo foi contemplada no presente estudo.
Experimentos adicionais s&o necessarios para confirmar esse construto.

No entanto, a glicina intra-SCPd parece ndo ativar exclusivamente
projecdes facilitatérias do sistema noradrenérgico para a medula espinal.
Nossos dados mostraram que vias noradrenérgicas inibitorias também sédo
ativadas pela SCPd, em menor grau, em estado sensibilizado (com
glicina) desta estrutura. O efeito inibitério da glicina sobre a nocicepcéo
foi revelado somente quando empreendemos o bloqueio de receptores -
-adrenérgicos espinais por ioimbina administrada por via intratecal
(previamente ao tratamento da SCPd com esse aminoacido) em uma dose
na qual em outros estudos, impediu a antinocicepcdo (OMOTE et al.,
1998, SHIN et al., 2011, PARK, etal., 2011, KIM etal., 2013, JEONG
et al., 2014). Corroborando este resultado, um estudo eletrofisiolégico
mostrou que a inibicdo dos neurbnios nociceptivos do corno dorsal
produzida pela estimulacdo da SCP é antagonizada pela administragéo
intratecal de ioimbina (PENG, LIN, WILLIS, 1996), antagonista de
receptores op-adrenérgicos e agonista de receptores 5-HTia. O
impedimento da chegada de informacdo nociceptiva a partir da medula
espinal ativa o0 LC (BRIGHTWELL, TAYLOR, 2009; SABBATINI et
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al., 2004). As acOes de ioimbina sobre os receptores ap espinais poderia
ter ativado ainda mais os neurénios do LC.

Existem projec¢des reciprocas entre 0 LC e o grupo de células A7,
de modo que a ativagdo do LC poderia ter ativado também a &rea A7, esta
area possui projecBes diretas ao corno dorsal, liberando mais
noradrenalina, ativando receptores a; possivelmente localizados em
neurbnios do trato espinotalamico (Fig. 33), conduzindo ao efeito
hipernociceptivo da glicina que observamos.
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Figura 33. Vias descendentes da agéo prd-nociceptiva da glicina intra-SCPd
durante a Fase Il A do teste de formalina. No contexto neutro, a sensibilizacéo
da SCPd com glicina ativa o LCd, que, por sua vez, ativa projecdes
noradrenérgicas descendentes do grupo celular A7. A noradrenalina liberada no
corno dorsal ativa receptores as-adrenérgicos situados em neurdnios de segunda
ordem (trato espinotalamico), eliciando potenciais de acdo e hipernocicepcéo.
Alternativamente, a SCPd sensibilizada com glicina pode ativar outra via a partir
do LCd, que envolve NDR e/ ou NMR. SCPd: Coluna dorsal da Substancia
Cinzenta Periaquedutal; LCd: regido dorsal do locus coeruleus; NDR: Nucleo
Dorsal da Rafe; NMR: Nucleo Magno da Rafe; +: influéncia pro-nociceptiva; ?:
vias ndo contempladas em nossa abordagem experimental. Em azul, vias
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nociceptivas ascendentes; em rosa, projecOes descendentes facilitatorias da
nocicepcdo a partir da SCPd; em verde (seta Unica), projecBes descendentes
noradrenérgicas facilitatérias da nocicepgdo (trago continuo) e serotonérgicas
(traco pontilhado) (Fonte: Autoria propria).

No corno dorsal, os receptores az-adrenérgicos tem papel crucial
na mediagdo da noradrenalina na supressdo da transmissdo nociceptiva
(YAKH, 2006; TAKASU et al., 2006; HAYASHIDA et al., 2007).
Existem trés subtipos de receptores o o2a 028 € odac (AANTAA,
MARJAMAKI, SCHEININ, 1995; BYLUND, 1995). Esses receptores
sdo acoplados a proteina Gi/o (PERTOVAARA, 2013) e podem exercer
suas acgdes antinociceptivas por diversos mecanismos, como, por
exemplo, inibicdo pré-sindptica através de receptores do tipo ogza,
localizados no ramo central de fibras aferentes primarias, reduzindo a
liberacdo de aminoacidos excitatérios (KAWASAKI et al., 2003; PAN
et al., 2002) por inibi¢do do influxo de célcio (RUFFOLO, HIEBLE,
1994), hiperpolarizagdo de neurbnios de segunda ordem do trato
espinotaldmico (024), OU Seja, inibicdo pds-sinaptica por indugdo de
corrente de K* (SONOHANATA et al., 2004) e inibicdo pds-sinaptica de
interneurdnios excitatorios, por ativagdo de receptores axc (OLAVE,
MAXWELL, 2003; GASSNER, RUSCHEWEYH, SANDKUHLER,
2009). O antagonista de receptores az.adrenérgicos empregado em nossos
experimentos, a ioimbina, é um antagonista a este receptor, sem, contudo,
apresentar seletividade diferencial a qualquer dos subtipos mencionados.

Assim, sugerimos que a administracao de glicina na SCPd pode ter
ativado a regido ventral do LC, (indiretamente, por conexfes com a
SCPVI) cujas fibras se dirigem e terminam na medula espinal (HICKEY
et al., 2014), causando liberagdo de noradrenalina no corno dorsal que,
agindo em receptores op-adrenérgicos espinais promoveu hiponocicepgéo
(Fig. 34).

Porém, em nosso estudo, o efeito antinociceptivo, mediado por
receptores op, NA0 sobrepujou o efeito facilitatério da glicina sobre a
nocicepg¢do, mediado por receptores espinais ai-adrenérgicos. Nossos
resultados implicam que o componente inibitdrio do sistema
noradrenérgico descendente precisa ser ativado para exercer efeito
analgésico, pois sua acdo despontou apenas quando a SCPd foi
sensibilizada com glicina. Em contrapartida, o componente facilitatorio
do sistema noradrenérgico descendente parece estar tonicamente ativo em
condig¢des normais, pois a prazosina per se (e ndo a ioimbina) produziu
alteracdo no tempo gasto em morder/lamber, provocando hiponocicepcéo
que foi reforcada pela microinjecdo de glicina na coluna dorsal da SCP.
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Figura 34. Vias descendentes da ac¢éo antinociceptiva da glicina intra-SCPd
durante a Fase Il A do teste de formalina. No contexto neutro, a sensibilizacéo
da SCPd com glicina ativa proje¢des noradrenérgicas a partir do LCv a medula
espinal. A noradrenalina liberada no corno dorsal ativa receptores o.o-
adrenérgicos situados em neurdnios de segunda ordem (trato espinotalamico) ou
em interneurdnios exictatorios causando inibicdo pos-sindptica. Esse
neurotransmissor também pode ativar receptores az-adrenérgicos no ramo central
de nociceptores, eliciando inibicdo pré-sinaptica. O resultado geral é
hiperpolarizagdo celular e inibicdo da transmisséo nociceptiva espinal. SCPd:
Coluna dorsal da Substancia Cinzenta Periaquedutal; LCv: regido ventral do
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locus coeruleus; NDR: Nucleo Dorsal da Rafe; NMR: Nucleo Magno da Rafe; x:
influéncias antinociceptivas; ? : vias ndo contempladas em nossa abordagem
experimental. Em azul, vias nociceptivas ascendentes; em roxo, projecdes
descendentes inibitérias da nocicepcdo a partir da SCPd; em vermelho traco
continuo, proje¢des descendentes noradrenérgicas inibitdrias da nocicepgdo e em
vermelho traco pontilhado, proje¢6es descendentes serotonérgicas inibitérias da
nocicepgao (Fonte: Autoria prépria).

Em suma, nossos resultados mostraram que em um contexto
neutro, a sensibilizacdo da SCPd com glicina ativa o sistema
noradrenérgico descendente que exerce um efeito bidirecional sobre a
nocicepcao espinal, com balanco positivo para o componente facilitatério,
pois quando os dois tipos de receptores noradrenérgicos (01 € o) Ndo
foram manipulados farmacologicamente, a facilitacdo da dor prevaleceu.
Influéncias da glicina predominantemente sobre 0 componente
afetivo/motivacional da dor, mediadas por sua ligagéo ao sitio GLY-B de
receptores NMDA na SCPd, podem ser relevantes a esse fendbmeno.

A administracdo de prazosina por via intratecal, independente do
tratamento da SCPd (PBS ou glicina), provocou aumento no tempo
despendido em levantar a pata e redugdo no tempo de manifestacdo do
comportamento morder/lamber, indicando que o receptor as-adrenérgico
espinal se sobressai tanto na modulagdo do componente
emocional/atencional da nocicepgao (morder/lamber) quanto no controle
do componente reflexo da dor (levantar a pata). Devido a sua acéo
facilitatoria sobre o teste de formalina (microinjecdo de PBS na SCPd)
supomos que a ativagdo de receptores a1--adrenérgicos espinais levou a
diminuicdo do reflexo nocifensivo e ao aumento da dor (morder/lamber)
antes mesmo da ativacdo do sistema noradrenérgico com glicina exégena
na SCPd.

Desde que alguns estudos em animais avaliam a dor baseando-se
na manifestacdo do reflexo motor nocifensivo (como, por exemplo, o
levantar a pata injetada com formalina), é crucial excluir efeitos confusos
induzidos por alteracbes do comportamento motor quando avaliamos
acOes de componentes noradrenérgicos administrados por via intratecal
em animais (PERTOVAARA, 2013). A dose de prazosina utilizada no
presente trabalho foi testada por outro estudo (KIM et al., 2013) que
indicou nédo afetar a atividade locomotora. Além disso, ndo observamos
prejuizos na locomocdo dos animais, eles deambularam livremente
durante e entre a manifestacdo comportamental induzida por formalina.
Nossos dados mostraram que este antagonista reduziu a resposta
nocifensiva focada a dor (morder/lamber), que requer mecanismos
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predominantemente supraespinais (inclusive atencionais) para ser
expressa, assim, a possibilidade dos efeitos da prazosina serem puramente
alteragdes motoras é bastante reduzida.

Neurdnios descendentes da porcéo caudal de neurénios localizados
ventralmente no LC inervam o corno ventral da medula espinal
(BJORKLUND, SKAGERBERG, 1982; CLARK, PROUDFIT, 1991;
CLARK, YEOMANS, PROUDFIT, 1991; PROUDFIT, CLARK, 1991,
CLARK, PROUDFIT, 1992) e estdo relacionados ao controle de reflexos
motores (FUNG, et al., 1991).

A noradrenalina, no corno ventral da medula espinal, devido a sua
acdo direta sobre receptores ai-adrenérgicos, pode facilitar o reflexo
nocifensivo por aumentar a excitabilidade de motoneurdnios - a (WADA,
HASEGAWA, ONO, 1997; DAY et al., 1997). Existem trés principais
subtipos de receptores asi-adrenérgicos: aia, ais € o1p (HIEBLE et al.,
1995), todos sdo encontrados na medula espinal (XIE et al., 2001). A
prazosina tem forte afinidade para todos os subtipos de receptores as-
adrenérgicos (WADA, HASEGAWA, ONO, 1997). A caracterizacdo dos
subtipos de receptores az-adrenérgicos no corno ventral da medula espinal
lombar, indicou que os receptores aia e aig representam 70% e 30%,
respectivamente, da populagdo total de receptores a1, enquanto poucos
receptores do subtipo aip estdo presentes (WADA et al., 1996). Os do
subtipo a1a parecem ser 0s receptores adrenérgicos funcionalmente
predominantes na facilitagdo da atividade de motoneurdnios-a no corno
ventral (WADA, HASEGAWA, ONO, 1997).

Porém, nossos resultados mostraram que o antagonismo de
receptores ag-adrenérgicos espinais (injecdo intratecal de prazosina)
conduziu a facilitacdo do reflexo motor (aumentou o comportamento de
levantar a pata), sugerindo que estes receptores estdo envolvidos na
inibicdo do reflexo motor no teste de formalina. A interpretacdo deste
dado exige parcimdnia e requer algumas consideracdes. Primeira,
diferentes subpopulag¢fes de motoneurdnios — a podem ser recrutadas na
nocicepcédo induzida por formalina. Uma que inerva musculos flexores e
outra que inerva preferencialmente musculos extensores. No trabalho de
Wada, Hasegawa e Ono, foram utilizadas preparacdes isoladas de fatias
da medula espinal, entdo ndo foi possivel verificar se 0s motoneurdnios
estudados estavam inervando musculos flexores ou extensores (WADA,
HASEGAWA, ONO, 1997). Esse fator é relevante, visto que outra
monoamina, a serotonina, que assim como a noradrenalina medeia o
reflexo motor, aumenta principalmente a atividade extensora (CONWAY
et al., 1988; HOUNSGAARD et al., 1988). Assim se a injecéo intratecal
de prazosina antagonizou preferencialmente a atividade de receptores o1-
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adrenérgicos situados em motoneurdnios-o. que inervam musculos
extensores, a ativacdo destes receptores por noradrenalina conduziria a
inibigcdo do reflexo nociceptivo.

A segunda consideracdo é que o reflexo nociceptivo é
polissinaptico (WIESENFELD-HALLINS, 1987; SCHOUENBORG,
KALLIOMAKI, 1990) e receptores oi-adrenérgicos no corno ventral
também estdo situados em interneurdnios que modulam a excitabilidade
de motoneurdnios — a. Isso implica que a ativagdo de receptores ai-
adrenérgicos localizados na membrana celular de interneurénios
inibitérios poderia conduzir a despolarizacdo e excitagdo destes,
consequentemente, a atividade de motoneudnios-a que inervam musculos
flexores seria inibida e o reflexo espinal nociceptivo também.

Outra consideracdo que pode ser pertinente é que baixas doses de
noradrenalina, administradas por via intratecal inibiram o reflexo
nociceptivo em ratos (WIESENFELD-HALLINS, 1987), para explicar
esse resultado o autor sugeriu que receptores noradrenérgicos do corno
dorsal sdo mais sensiveis a noradrenalina que os do corno ventral, ao
considerar que noradrenalina no corno dorsal medeia apenas
antinocicepcdo (WIESENFELD-HALLINS, 1987). Atualmente, é bem
difundido o efeito bidirecional do sistema noradrenérgico sobre a
nocicepcdo (PERTOVAARA, 2006 e 2013 para revisdo). Assim, uma
explicagdo alternativa para nossos resultados é que a quantidade de
noradrenalina liberada no corno ventral nas nossas manipulagdes
experimentais talvez ndo seja suficiente para ativar o reflexo nociceptivo,
pelo contrario, verificamos a diminuicdo na manifestacdo do
comportamento de levantar a pata, mas suficiente no corno dorsal para
propulsionar a nocicepgdo (sugerimos receptores ai-adrenérgicos estéo
envolvidos no aumento do tempo despendido em morder-lamber, como
ja mencionado).

Vale ressaltar que estas sdo suposi¢cBes meramente tedricas, ndo
observaveis a partir de nossa abordagem. O entendimento da ac&o
facilitatoria da prazosina sobre o reflexo nociceptivo (ou acdo inibitoria
dos receptores as-adrenérgicos) constatada em nossos resultados fica a ser
elucidado.

5.2.1.2 No contexto aversivo, o sistema noradrenérgico descendente
induz analgesia sem a sensibilizacdo da SCPd com glicina

O quadro 2 sintetiza os principais resultados no contexto aversivo
durante a fase I1A do teste de formalina.
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Quadro 2 - Principais efeitos nocifensivos dos tratamentos intratecal e intra-
SCPd no contexto aversivo durante a Fase Il A do teste de formalina.

Tratamento Efeito
6-OHDA (i.t) Reverteu a AIC
6-OHDA (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) Néo AIC
loimbina (i.t.) Reverteu a AIC
loimbina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) AlC
Prazosina (i.t.) Néo AIC
Prazosina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) N&o AIC

Tratamento: 6-OHDA = 6-hidroxidopamina, i.t. = Intratecal, SCPd = Substancia
cinzenta periaquedutal dorsal.
Efeito: AIC = Analgesia induzida contextualmente

Nossos resultados revelaram que a analgesia induzida pelo
contexto aversivo requer modulacdo descendente noradrenérgica quando
a SCP ndo for sensibilizada pela glicina, ou seja, esse componente do
sistema descendente modulatério da dor parece ser ativado em condic6es
aversivas para reduzir a nocicepgao. Os animais do grupo condicionado,
que receberam tratamento intratecal com a 6-OHDA e PBS intra-SCP néo
somente manifestaram por mais tempo o morder/lamber, mas também
reverteram a analgesia induzida pelo condicionamento contextual em
comparacdo ao grupo controle condicionado (C-veiculo-PBS).

A acdo antinociceptiva do sistema noradrenérgico descendente no
contexto aversivo estd de acordo com o condizente ao repertdrio
comportamental e autondmico frente a uma ameaca, desencadeado por
simpatoexcitacdo. Quando um animal é exposto a estimulo ameacador,
como um ambiente aversivo, alteracdes fisiologicas ocorrem para
preparar 0 animal para lidar com essa ameaca (BANDLER et al., 2000).
Estas alteragdes incluem ativagdo do eixo hipotalamo-hipo6fise e liberagdo
de adrenalina e noradrenalina a partir da medula adrenal e sistema
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autbnomo simpatico, respectivamente, ambos modulam a nocicepgdo
(CAPONE, ALOISI, 2004).

Estudos que usaram microestimulacdo quimica indicaram que
diferentes colunas da SCP organizam diferentes estratégias para enfrentar
uma ameaca (BANDLER, SHIPLEY, 1994; BANDLER et al., 2000;
KEAY, BANDLER, 2002; HEINRICHER, et al., 2009), como um
ambiente hostil. A SCPd neste contexto inicia respostas de “luta ou fuga”,
associadas com taquicardia, hipertensdo e redistribuicdo do fluxo
sanguineo (BANDLER, SHIPLEY, 1994; BANDLER et al., 2000),
assim, nossos resultados sdo colaborados pela a sugestdo de que a SCPd
esta associada naturalmente (sem precisar de glicina exégena) a reducéo
da dor frente a pistas temiveis (como pistas contextuais aversivas) atraves
do aumento da atividade simpatica e liberacdo de noradrenalina no corno
dorsal. No contexto aversivo, a hiponocicep¢do parece ser crucial para
inibir a manifestacio de comportamentos nocifensivos (como
morder/lamber) incompativeis com estratégias de defesa que garantam a
sobrevivéncia (ZHANG et al., 1994; BANDLER, SHIPLEY, 1994;
MORGAN, et al., 1998; LUMB, 2004; FIELDS, 2007).

A informacéo de que a SCPd desempenha um papel importante na
integracdo de comportamentos defensivos e analgesia (BANDLER, 1988;
GRAEFF, 1990; BANDLER et al., 2000; COIMBRA, BRANDAO,
1993) tem sido bastante difundida e esta estrutura esta ligada a ndcleos
monoaminérgicos como 0 NDR e o LC (FREITAS et al., 2005).

Estudos neurofarmacoldgicos e hodoldgicos evidenciam que a
elaboracdo da antinocicepcao induzida pelo medo é realizada por vias do
LC (COIMBRA etal., 2006, BIAGIONI et al., 2013). A modulacédo dessa
funcéo do LC é feita por neurdnios serotonérgicos da SCPd (COIMBRA
et al., 2006) e do NDR (BIAGIONI et al., 2013), que também possuem
conexfes mutuas. Ambos modulam a organiza¢do de comportamentos
defensivos no hipotalamo dorsomedial (BIAGIONI, SILVA, COIMBRA,
2012, BIAGIONI et al., 2016).

Assim, o LC pode ser considerado um candidato a conter 0s corpos
celulares dos neurdnios noradrenérgicos cujas fibras pontinoespinais
desencadearam mecanismos de antinocicepcdo induzida pelo contexto
aversivo no nosso estudo. Além das informacdes acima, duas
consideragcdes contribuem para essa suposicdo. A primeira é que a
administracdo por via intratecal da neurotoxina 6-OHDA utilizada no
presente estudo, leva a degeneragéo preferencial de fibras pontinoespinais
do LC, assim esse procedimento pode refletir a atividade deste nicleo na
medula espinal (MCBRIDE et al., 1985 LLORCA-TORRALBA, 2016),
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segunda, em nossos experimentos a 6-OHDA administrada por via
intratecal provavelmente ndo atingiu corpos celulares do LC. Evidéncias
indicam que a aplicacéo intratecal de 6-OHDA néo causa sua difusdo para
regides supraespinais e niveis cerebrais de noradrenalina também nao sdo
alterados (GUTIERREZ et al., 2003).

Entre as funcgbes do LC em ratos e primatas, estdo a promog¢édo do
estado de vigilia, a atencdo e a motivagdo (CARTER et al., 2010), como
parte de um sistema concentrador de recursos cognitivos (HICKEY et al.,
2014). Um subconjunto de neurdnios do LC tem proje¢des ascendentes
ao CPFm, formando circuito LC-CPFm, que otimiza fungdes cognitivas
relevantes & manifestacdo de determinados comportamentos (ASTON-
JONES, COHEN, 2005; MARZO et al., 2014) que possam aumentar a
chance de sobrevivéncia do animal em uma determinada circunstancia
(FIELDS, 2007), motivando ignorar a dor, ou seja, gerar analgesia
induzida pelo medo ou prestar atencdo nela. Estressores externos
(contexto aversivo) ou internos (glicina, que é ansiogénica) podem alterar
a funcéo de populagdes neuronais do circuito LC-CPFm, esse processo
parece ser mediado pela liberacdo de noradrenalina no CPFm e pode
mudar o balango excitac¢do/inibicdo do CPFm (TAYLOR, WESTLUND,
2016). Nossa teoria é que a SCPd (sem ser sensibilizada com glicina) no
contexto aversivo pode ativar o LC (diretamente ou através do NDR) e
este desvia (juntamente com areas corticais) o foco de atencdo para o
ambiente aversivo, e a dor seria reduzida (Fig. 35). A mudanca do foco
de atencdo foi em direcdo oposta no contexto neutro, no qual a SCPd
precisou ser sensibilizada com glicina para que a atividade de fibras
noradrenérgicas descendentes (e indiretamente a do LC) aparecessem.
Animais do grupo ndo condicionado tratado com 6-OHDA e glicina,
despenderam menos tempo em morder lamber que seu grupo controle
(tratado com veiculo e glicina), indicando que o efeito hipernociceptivo
produzido pela administracdo de glicina na SCPd depende do
funcionamento do sistema noradrenérgico. O LC no contexto neutro pode
ter ajudado a SCPd a recrutar a atencdo para a pata injetada com
formalina, mais ameagadora que o contexto. A relacdo contexto e sistema
noradrenérgico tm um ponto em comum: o sistema noradrenérgico
precisou ser ativado pela SCPd, seja pela glicina (contexto neutro), seja
por pistas ambientais ameacadoras (contexto aversivo) para que fosse
revelada a importdncia deste sistema na nocicep¢do induzida por
formalina em diferentes contextos.

O grupo condicionado que foi tratado com glicina apés a
degeneracao das fibras noradrenérgicas, ndo teve, de modo significante,
redugdo do tempo de expressdo do comportamento nocifensivo
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(morder/lamber) em comparagéo ao seu grupo controle ndo condicionado
(com igual tratamento intratecal e intracerebral), apesar de ser evidente
uma diminuig¢do no tempo desta resposta comportamental. No entanto, o
grupo condicionado tratado com 6-OHDA e glicina foi diferente
estatisticamente de seu contraparte condicionado tratado com 6-OHDA e
PBS (que reverteu a analgesia induzida contextualmente), o que pode
indicar que a reacdo defensiva de analgesia ao contexto aversivo mediada
pela glicina na SCPd talvez requeira outro sistema de modulagdo
descendente que ndo o noradrenérgico, como, por exemplo, o
serotonérgico.

O NDR (e 0 NMR) recebe projecdes serotonérgicas da SCPd
(COIMBRA et al., 2006) e além de vias ascendentes, tem proje¢des
diretas a medula espinal, liberando serotonina no corno dorsal. A ativacéo
de receptores 5-HT1a € 5-HT1g, 5-HT1p 5-HT+, por serotonina na medula
espinal inibe a nocicepcdo (DROGUL, OSSIPOV, PORRECA, 2009;
RAHMAN, et al., 2009; SUZUKI, DICKENSON, 2004). Nossa
suposicao tedrica € que, no contexto aversivo, a administracéo de glicina
na SCPd tenha ativado outra populacdo de neurdnios no NDR (e/ou no
NMR) que, diferente da populacdo de neurdnios do NDR ativada no
contexto neutro, possa ter projecdes espinais ao corno dorsal cuja
serotonina liberada desencadeia mecanismos de antinocicepcdo (e ndo
hipernocicepgdo) mediados por receptores serotonérgicos inibitorios
(Fig. 36).

5.2.1.3 O componente noradrenérgico da analgesia induzida
contextualmente é o receptor a2 da medula espinal

A injecdo intratecal de ioimbina nos animais do grupo
condicionado que receberam PBS intra-SCPd ocasionou maior tempo de
manifestacdo do comportamento nocifensivo de morder/lamber e reverteu
a analgesia causada por pistas contextuais aversivas. Esses dados vém a
confirmar os resultados com 6-OHDA. O condicionamento aversivo leva
a liberacdo de noradrenalina na medula espinal (provavelmente pela
ativacdo do LC), sem necessitar de sensibilizacdo prévia da SCPd com
glicina. Esse neurotransmissor age sobre receptores ap-adrenérgicos da
medula espinal, levando a reducdo (induzida contextualmente) da
nocicepcao (Fig. 34).

Outro cenario comportamental revelou-se quando animais do
grupo condicionado receberam ioimbina por via intratecal e glicina por
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via intracerebral. Houve redugdo no tempo de manifestacdo do
morder/lamber a pata, em relacdo ao grupo controle ndo condicionado
(que recebeu tratamento igual), ocorrendo a expressdo de analgesia
induzida contextualmente apesar do bloqueio de receptores op-
adrenérgicos com ioimbina, o que pode indicar que os receptores o do
corno dorsal ndo medeiam acdo da glicina na SCPd na antinocicepcéao
causada pelo contexto aversivo Esses dados sdo condizentes com 0s
resultados dos experimentos com 6-OHDA, que apontaram que neste
contexto, a glicina exdgena na SCPd parece ndo recrutar o sistema
noradrenérgico para causar analgesia. O componente serotonérgico
descendente poderia atender a essa funcdo (Fig. 36), como ja
mencionado.
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Figura 35. Vias descendentes noradrenérgicas envolvidas na antinocicepgéo
induzida pelo contexto aversivo durante a Fase 11 A do teste de formalina.
Neste contexto, a SCPd, sem requerer de sensibilizacdo com glicina, pode ou ndo
ativar, direta ou indiretamente, projecdes noradrenérgicas a partir do LCv a
medula espinal. A noradrenalina liberada no corno dorsal causa a ativagdo de
receptores op-adrenérgicos situados em neurbnios de segunda ordem (trato
espinotalamico) ou em interneurdnios exictatérios causando inibigdo pos-
sindptica. Esse neurotransmissor também pode ativar receptores az-adrenérgicos
no ramo central de nociceptores, ocasionando inibigdo pré-sinaptica. O resultado
geral é hiperpolarizagdo celular e inibicdo da transmissdo nociceptiva espinal.
SCPd: Coluna dorsal da Substancia Cinzenta Periaquedutal; LCv: regido ventral
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do locus coeruleus; NDR: Nucleo Dorsal da Rafe; NMR: Nicleo Magno da Rafe;
x: influéncias antinociceptivas; ? : vias ndo discriminadas em nossos
experimentos. Em azul escuro, vias nociceptivas ascendentes; em azul claro,
projecdes descendentes inibitorias da nocicepgdo a partir da SCPd; em rosa, trago
continuo, proje¢des descendentes noradrenérgicas inibitérias da nocicepgdo
ativadas pelo contexto aversivo e em rosa, trago pontilhado, potenciais projecoes
descendentes serotonérgicas inibitorias da nocicepgao (Fonte: Autoria propria).
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Figura 36. Potenciais vias descendentes ativadas pela glicina intra-SCPd no
contexto aversivo durante a Fase 11 A do teste de formalina. Neste contexto,
a sensibilizacdo da SCPd com glicina potencialmente ativa direta (azul escuro)
ou indiretamente (marrom), através do LCd, ndcleos serotonérgicos como o NDR
e/ou 0 NMR, que, por sua vez, ativam proje¢des serotonérgicas descendentes ao
corno dorsal, inibindo a transmisséo nociceptiva & medula espinal. SCPd: Coluna
dorsal da Substancia Cinzenta Periaquedutal; LCd: locus coeruleus dorsal; NDR:
Nucleo Dorsal da Rafe; NMR: Nucleo Magno da Rafe; ?: vias descendentes a
medula espinal ndo discriminadas em nossa abordagem experimental. Em azul
claro, vias nociceptivas ascendentes; em azul escuro, potenciais projecdes
descendentes inibitorias da nocicep¢do ativadas a partir da SCPd no contexto
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aversivo; em verde (tragco pontilhado), potenciais vias serotonérgicas
descendentes envolvidas na antinocicepgdo induzida contextualmente (Fonte:
Autoria propria).

522 Fasell B

Os resultados referentes a esta fase do teste de formalina no
contexto neutro estdo sumarizados no quadro 3.

Quadro 3 - Resumo dos principais efeitos nocifensivos dos tratamentos
intratecal e intra-SCPd durante a Fase Il B do teste de formalina no contexto
neutro.

Tratamento Efeito

6-OHDA (i.t.) -

6-OHDA (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) 1 nocicepgio

loimbina (i.t.) -

loimbina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) 1 nocicepgio

Prazosina (i.t.) -

Prazosina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) -

Tratamento: 6-OHDA = 6-hidroxidopamina, i.t. = Intratecal, SCPd = Substancia
cinzenta periaquedutal dorsal.
Efeito: (-) = sem efeito, 1 = aumento.

5.2.2.1 No final do teste de formalina, 0 componente noradrenérgico
é inibitorio e precisa ser ativado pela SCPd (sob acdo da glicina)

A injecdo intratecal de neurotoxina noradrenérgica 6-OHDA
previamente a microinjecdo de glicina na SCPd e a re-exposicdo dos
animais ao contexto neutro promoveu aumento no tempo gasto na
manifestacdo do comportamento de morder/lamber dos 35,1 aos 60
minutos apos a injecdo de formalina na pata.




146

O pré-tratamento intratecal com ioimbina (antagonista de
receptores ap-adrenérgicos) e o tratamento intracerebral com glicina
também incrementou o tempo de expressdo da resposta comportamental
nocifensiva (morder/lamber), sugerindo que o efeito noradrenérgico
acionado pela microinjecdo de glicina intra-SCPd é mediado por
receptores o -adrenérgicos espinais e é analgésico.

Por outro lado, sem o tratamento da SCPd com glicina, a deplegéo
de fibras noradrenérgicas (por 6-OHDA) ndo ocasionou alteracdo no
tempo despendido pelos animais em morder/lamber a pata. De forma
plausivel, os resultados também mostraram que a ioimbina por via
intratecal ndo eliciou efeito de modo significante no tempo de
manifestacdo comportamental nocifensiva no grupo que néo teve a SCPd
sensibilizada.

A interpretacdo mais parcimoniosa desses dados é que no periodo
final do teste de formalina, o processo algésico (e mecanismos inibitorios
deste) encontra-se em declinio de atividade. Neste periodo do teste, a
entrada aferente nociceptiva induzida por formalina estd bastante
reduzida (DICKENSON, SULLIVAN, 1987) e a facilitagdo central
mantém um grau menor de expressdo de comportamentos nocifensivos
(YAKSH, et al, 1999). De fato, o tempo de manifestagdo do
comportamento nocifensivo (morder/lamber) foi predominantemente
maior na Fase Il A. Nossos resultados estdo de acordo com os de estudo
anterior do nosso laboratério (VANZ, 2014) e de outros (SUGIMOTO et
at., 1986, WHEELER-ACETO, COWAM, 1991).

Dois fatores contribuem para essa interpretacdo. O efeito
analgésico do sistema noradrenérgico descendente somente foi revelado
guando ocorreu incremento em sua atividade, ou seja, na presenca de
glicina. Porém, distintamente da fase anterior (dos 10 aos 35 minutos), na
fase Il B ou tardia, a ativacdo do sistema noradrenérgico descendente pela
SCPd sensibilizada com glicina, levou a analgesia apenas.

Outro fator € que a implementacdo de ioimbina por via intratecal
no grupo que recebeu glicina intra-SCPd retomou a expressao da resposta
nocifensiva (aumentou o tempo de expressdo). A atuacdo inibitéria do
sistema noradrenérgico descendente na fase tardia do teste de formalina,
gue estava latente sem a sensibilizacdo da SCPd com glicina, revelou-se
novamente, com a micorinjecdo de glicina na SCPd, por intermédio de
receptores op-adrenérgicos.

Assim, na fase 11 B do teste de formalina, sugerimos que a ativacdo
de vias descendentes noradrenérgicas que terminam no corno dorsal
depende da glicina na coluna dorsal da SCP. Possivelmente essas fibras
noradrenérgicas tém origem em corpos celulares de neur6nios localizados
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na regido ventral do LC, que aumentam a liberacdo de noradrenalina no
corno dorsal, que por sua vez, desencadeia mecanismos de anti-
nocicepgdo mediados por receptores oz-adrenérgicos (Fig. 37).

A W—— B a—
SCPd
[ Glicina — . Glicina
Glicina intra-SCPd
Sem efeito sobre a
nocicepcdo 6-OHDAIt
ou
@ foimbinal.t. ‘@
+
AT Glicinaintra-SCPd AT
L 4
Prd - nocicepgdo T
NODR NOR
NMR NMR nocicepior

| ] \
Neurdnio de 22ordem | 3

! Antinocicepgdo

Figura 37. Vias noradrenérgicas descendentes inibitérias ativadas pela
sensibilizacdo da SCPd com glicina no contexto neutro durante a Fase Il B
do teste de formalina. Em A: microinjecéo de glicina intra-SCPd ndo tem efeitos
nociceptivos na fase tardia do teste de formalina. Em B: Injec¢do intratecal de 6-
OHDA (neurotoxina de fibras noradrenérgicas) ou de ioimbina (antagonista de
receptores op-adrenérgicos) previamente a microinjecdo de glicina na SCPd
aumentou a nocicepgao. Supde-se que projecOes noradrenérgicas descendentes
inibitorias, possivelmente a partir do LCv, sdo ativadas apenas quando glicina é
administrada na SCPd. A noradrenalina liberada no corno dorsal causa a ativagéo
de receptores op-adrenérgicos situados em neurdnios de segunda ordem (trato
espinotalamico) ou em interneurdnios exitatorios causando inibicdo pos-
sindptica. Esse neurotransmissor também pode ativar receptores az-adrenérgicos
no ramo central de nociceptores, ocasionando inibigdo pré-sinaptica. O resultado
geral é hiperpolarizagdo celular e inibi¢do da transmissao nociceptiva espinal.
SCPd: Coluna dorsal da Substancia Cinzenta Periaquedutal; LCv: regido ventral
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do locus coeruleus; NDR: Nucleo Dorsal da Rafe; NMR: Nucleo Magno da Rafe;
AT: grupo celular noradrenérgico A7; x: influéncias antinociceptivas. Em azul,
vias nociceptivas ascendentes; em laranja, projec6es descendentes inibitérias da
nocicepcao a partir da SCPd; em cinza, projecdes descendentes noradrenérgicas
inibitérias da transmisséo nociceptiva espinal (Fonte: Autoria prépria).

Deve-se notar que a administracao de glicina na SCP ndo provocou
hipernocicepgao na fase Il B do teste de formalina. Considerando que a
glicina na SCPd aumenta a atengdo do animal para potenciais fontes de
ameaca, como ja discorrido em outros itens do trabalho, nossa teoria é
gue sendo a entrada nociceptiva menor na fase tardia, a pata injetada com
formalina poderia ser considerada pelo sistema defensivo (SCPd
sensibilizada) uma fonte de ameaca ndo tdo pujante como era na fase Il
A, assim, o animal ndo necessitaria gastar maior tempo na atividade
comportamental focada a dor.

Outra informagcéo a partir dos nossos resultados é que os receptores
az-adrenérgicos parecem que estdo pouco ativados na fase 1l B do teste
de formalina, visto que a prazosina administrada por via intratecal, tdo
atuante na fase 1l A, ndo alterou o tempo de expressdo do comportamento
de morder/lamber, independentemente do tratamento da SCP. Esse dado
nos leva a sugestdo de que na fase Il B possa ter ocorrido taquifilaxia dos
receptores oz-adrenérgicos.

5.2.2.2 Na fase tardia do teste de formalina, a analgesia induzida
contextualmente depende da microinjecdo de glicina na SCPd e ndo
ativa o sistema noradrenérgico descendente

Os achados referentes a fase Il B no contexto aversivo estdo
resumidos a seguir, no quadro 4.
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Quadro 4 - Efeitos do tratamento intratecal e intra-SCPd na fase Il B do teste de
formalina durante re-exposicéo ao contexto aversivo.

Tratamento Efeito
6-OHDA (i.t.) N3o AIC
6-OHDA (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) AIC
loimbina (i.t.) N&o AIC
loimbina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) AIC
Prazosina (i.t.) Néo AIC
Prazosina (i.t.) + Glicina (intra-SCPd) N&o AIC

Tratamento: 6-OHDA = 6-hidroxidopamina, i.t. = Intratecal, SCPd = Substancia
cinzenta periaquedutal dorsal.
Efeito: AIC = Analgesia induzida contextualmente

Dos 35,1 aos 60 minutos do teste de formalina ndo houve
expressdo comportamental de analgesia induzida pelo condicionamento
contextual em condi¢fes normais, ou seja, sem a manipulacdo
farmacoldgica da SCPd (com glicina) e da medula espinal (com 6-OHDA
ou antagonistas). Esta manifestacdo comportamental provocada por pistas
contextuais aversivas somente revelou-se quando empreendemos a
destruicdo quimica das fibras noradrenérgicas descendentes por 6-OHDA
ou o antagonismo de receptores op-adrenérgicos previamente a
microinjecdo de glicina na SCP (e re-expomos 0s animais ao contexto
aversivo).

Considerando que a dor se encontra em declinio na fase tardia do
teste de formalina, o efeito inibitorio do sistema noradrenérgico somente
foi revelado com a sensibilizacdo da SCPd com glicina, no contexto
neutro, como ja discutido. Porém gquando animais com auséncia de fibras
noradrenérgicas descendentes (tratamento com 6-OHDA) ou blogueio de
receptores ap-adrenérgicos espinais (por ioimbina) foram colocados em
um ambiente aversivo, observamos analgesia. Esses dados indicam que a



150

anti-nocicepcdo causada por pistas contextuais aversivas, na Fase 1l B do
teste de formalina, requer a mediacdo de outro componente do sistema
descendente inibitorio, possivelmente o sistema serotonérgico.

Supomos que, no final do teste de formalina, a re-exposi¢do do
animal ao contexto aversivo, com a SCPd sensibilizada com glicina, possa
ter levado a ativagdo de um subconjunto de neurdnios do LC distinto do
requerido para causar antinocicepgdo no contexto neutro, potencialmente,
um subconjunto da porcao dorsal do LC, ja que a degeneragdo de fibras
descendentes a medula espinal por 6-OHDA ndo causou alteracdo na
analgesia induzida aversivamente. Neurdnios do LCd poderiam ativar
conexdes com outros nucleos supraespinais e areas corticais, conduzindo
o foco de atengdo para o0 ambiente. De fato, a entrada nociceptiva neste
periodo do teste algesimétrico € menor, o que poderia favorecer essa
mudanca atencional, reduzindo ainda mais a nocicepcdo. Além disso, a
injecdo intratecal de ioimbina previamente ao tratamento da SCPd com
glicina, também ndo alterou a antinocicepcdo induzida pelo contexto
aversivo, 0 que nos leva a supor que outra via descendente, que néo a
noradrenérgica, esta envolvida neste tipo de antinocicepgao (Fig. 38).
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Figura 38. Potenciais vias descendentes ativadas pela SCPd com glicina
exdgena durante a antinocicepgéo induzida contextualmente na fase 11 B do
teste de formalina. Na fase tardia do teste de formalina, a antinocicepcéo
causada pelo contexto aversvivo foi observada somente quando houve tratamento
por via intratecal com 6-OHDA ou com ioimbina previamente a administragdo
de glicina na SCPd, indicando que esta fase do teste algesimétrico ndo requer o
sistema noradrenérgico descendente. A SCPd sensibilizada com glicina poderia
ativar direta ou indiretamente, através do LCd, nlcleos serotonérgicos no bulbo,
como o0 NDR e/ou 0 NMR. Projeg0es destes nucleos serotonérgicos para a medula
espinal seriam candidatas a mediar hiponocicepgdo induzida pelo contexto
aversivo. SCPd: Coluna dorsal da Substancia Cinzenta Periaquedutal; LCd:



152

regido doral do locus coeruleus; NDR: Nucleo Dorsal da Rafe; NMR: Nucleo
Magno da Rafe; ? : vias ndo contempladas em nossa abordagem experimental.
Em azul, vias nociceptivas ascendentes; em verde, projecdes descendentes
inibitérias da nocicepcdo a partir da SCPd; em preto pontilhado, vias
serotonérgicas com potencial envolvimento na antinocicepgdo induzida pelo
contexto aversivo (Fonte: Autoria propria).

5.3. A ATIVACAO E/OU A SENSIBILIZACAO DA SCPd COM
GLICINA INFLUENCIA A EXPRESSAO DO CONGELAMENTO
INDUZIDO CONTEXTUALMENTE

No presente estudo, a resposta de congelamento induzido por
estimulo condicionado (através do paradigma do condicionamento
classico ou Pavloviano) foi monitorada no dia do teste como indice
comportamental da resposta de medo.

De acordo com o0 modelo de Rescorla-Wagner, o condicionamento
Pavloviano € a aquisi¢cdo de uma expectativa de um evento proeminente,
cuja forca associativa é controlada pela discrepancia entre a intensidade
esperada e a intensidade real do estimulo incondicionado
(RESCORLA WAGNER, 1972). Ap6s esse "erro de predicdo"”, o
comportamento é ajustado de acordo com as predi¢bes corrigidas do
estimulo incondicionado (PLOGHAUS et al., 2000).

Na Gltima década, estudos em animais vém sugerindo que a SCP é
um sitio importante para codificacdo de erros de predicdo aversiva
(McNALLY, JOHANSEN, BLAIR, 2010; JOHANSEN et al., 2010). Em
humanos, um modelo da mais provavel arquitetura funcional que
implementa o aprendizado de esquiva da dor foi proposto recentemente.
Regibes corticais como o CPFvm, o COF e o CCA recebe influéncias
nociceptivas ascendentes da medula espinal (ROY et al., 2014), com a
SCP exercendo uma funcéo central nesta circuitaria.

A despeito do estimulo incondicionado utilizado nesse trabalho ser
de natureza nociceptiva (choque elétrico) e a re-exposicdo ao contexto
previamente pareado a choques elétricos, vinte e quatro horas apds a
sessdo de condicionamento, ocorrer imediatamente apds a aplicacdo do
estimulo nocivo (formalina), devemos ressaltar que o0 termo
condicionamento referido nesta discussdo é empregado no sentido de ser
uma forma particular de aprendizado, ou seja, uma mudanga na resposta
comportamental devida a alteragdes ambientais (PIERCE, CHENEY,
2013) e ndo modulacdo da dor condicionada, na qual a exposi¢do
simultanea de um estimulo doloroso leva a redugdo de um segundo
estimulo da mesma natureza (YARNITSKY et al., 2015).
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Uma vez que a expectativa do choque e sua representagdo mental
¢ adquirida no dia do condicionamento, medo do choque e
comportamentos defensivos associados (como congelamento e analgesia)
serdo ativados como respostas ao estimulo condicionado (contexto
aversivo) (VLAEYEN, 2015), no dia do teste.

A predicdo pode ser realizada pela deteccéo de pistas que sinalizam
a potencial ocorréncia de uma ameaca (VLAEYEN, 2015), como pistas
contextuais que fazem aluséo a ocorréncia de choques elétricos. Assim
podemos considerar que no dia do teste, no qual ocorreu manipulagédo
farmacoldgica, expectativas a respeito desta ameaca potencial também se
cumpriram, dado que todos os animais dos grupos condicionados
expressaram congelamento contextualmente induzido.

Em relacdo ao comportamento de congelamento, um dado comum
observado em todos os experimentos foi que a glicina exdgena na SCPd
eliciou menos tempo de manifestacdo deste comportamento defensivo em
relagdo ao grupo controle condicionado, independente do tratamento
intratecal, apesar de ndo prejudicar a expressdo de analgesia induzida
contextualmente.

O condicionamento aversivo ao contexto requer a integracdo de
pistas difusas espacialmente, o que exige longos periodos de tempo e
elicia mecanismos neurobioldgicos que sdo bastante susceptiveis a
interferéncias  pds-condicionamento  temporalmente  graduadas
(FANSELOW, 2000, RUDY, 2009).

Pesquisas apontam que o condicionamento ao contexto pode ser
reduzido pela experiéncia com estressores psicologicos apos a sessdo de
condicionamento (McNALLY, WESTBROOK, 2003; RUDY, 1996).
Esse efeito pode ser devido a mecanismos de estimulagdo do SNC que
s80 comuns as respostas a estressores que exercem efeitos negativos sobre
a cognicdo (JOHNSTON et al., 2012).

Nesta conjuntura, € de nosso conhecimento que a microinjecdo de
glicina na SCPd tem acdo ansiogénica (CAROBREZ, TEIXEIRA,
GRAEFF, 2001 para revisdo), podemos entdo considera-la per se um
agente estressor. Além disso, nossos resultados mostraram que em um
contexto neutro, esse aminodcido tem acdo pré-nociceptiva quando
aplicado a SCPd e que este efeito ndo foi anulado no contexto aversivo e
sim revertido. No contexto aversivo, o animal é conduzido a fazer uma
escolha entre 0 medo do choque, que é uma expectativa, um estimulo
aversivo em potencial e a presenca real do agente nocivo (formalina),
levando a atengdo a um patamar concorrente entre a dor e 0 contexto
aversivo. Supomos, entdo, que os animais dos grupos condicionado-
glicina manifestaram por menos tempo o comportamento de
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congelamento em relagdo aos animais dos grupos condicionado-PBS,
porque a administracdo de glicina na SCPd ap6s o codicionamento pode
ter gerado alteragcfes motivacionais e cognitivas relacionadas a dor e
assim ter prejudicado a evocacdo da meméria e/ou a expressdo do
comportamento de congelamento durante a fase de teste (Fig. 29 C e Fig.
D).

Outro aspecto relevante a ser considerado na interpretacdo dos
nossos dados condiz a regido da SCP onde a glicina foi microinjetada
(coluna dorsal) e a regido da SCP responsavel pela execucdo do
comportamento de congelamento eliciado pelo estimulo condicionado
(coluna ventrolateral).

Apesar da SCPd desempenhar um papel importante na integracéo
de comportamentos defensivos e analgesia (BANDLER, 1988; GRAEFF,
1990; BANDLER et al., 2000; COIMBRA, TOMAZ, BRANDAO,
1992; COIMBRA, BRANDAO, 1993), ha um grande corpo de evidéncias
de que a coluna ventrolateral é a regido da SCP preferencialmente
envolvida na expressdo comportamental do medo condicionado (De OCA
et al, 1998; VIANA, LANDEIRA-FERNANDEZ, BRANDAO; 2001,
McNALLY, JOHANSEN, BLAIR, 2011; GROSS, CANTERAS, 2012;
BORELLI etal., 2013; TOVOTE et al., 2016).

A SCPd tem projecdes & SCPvl (JANSEN et al., 1998; De OCA
et al., 1998, TOVOTE et al., 2016). Um grupo de pesquisadores
verificou que a lesdo da coluna dorsal da SCP antes da sessdo de
condicionamento (e ndo apods) levou ao aumento da expressdo de
congelamento e propds que esta regido da SCP exerce influéncia inibitoria
sobre um conjunto de neurdnios da SCPvI durante a fase de aquisicéo da
meméria (De OCA et al., 1998).

Realizamos a manipulacgéo farmacolégica da SCPd apo6s a fase de
condicionamento. Apesar de a lesdo da SCPd pés-condicionamento nédo
ocasionar alteracdo no comportamento de congelamento induzido pelo
contexto aversivo (KIM, RISON, FANSELOW, 1993; De OCA et al.,
1998), isso ndo significa que podemos automaticamente descartar o
envolvimento da SCPd na expressdo deste comportamento defensivo. A
interpretacdo dos resultados dos experimentos de lesdo supracitados nos
leva a supor que a SCPd parece nao ser fundamental ou insubstituivel para
o0 congelamento induzido por estimulo condicionado, de modo que outra
estrutura do sistema defensivo pode realizar tal fungo sem sua presenca
(ou influéncia). No entanto, nossos dados apontam claramente para um
papel da SCPd na resposta defensiva relacionada ao medo condicionado.
A sutil ativacdo e/ou sensibilizagéo desta estrutura com glicina no dia do
teste ocasionou reducdo do congelamento induzido por estimulo
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condicionado (contexto). Um grupo de pesquisa que realizou
manipulacdo farmacoldgica da SCPd no dia do teste, assim como no
nosso protocolo, também verificou alteragdo na expressdo deste tipo de
congelamento na presenga de formalina (OLANGO et al., 2012),
sustentando nossa hipdtese de que a coluna dorsal da SCP esta envolvida
na manifestacdo desta reacdo de defesa na presenga de um tom
nociceptivo. Assim, inferimos que a ativacao e/ou sensibilizacdo da SCPd
SCPvI (e talvez do prosencéfalo) envolvidos com comportamentos de
defesa, resultando em menor tempo de manifestagdo do congelamento
induzido por estimulo condicionado (contexto).

5.4. O SISTEMA NORADRENERGICO DESCENDENTE E A
EXPRESSAO DO CONGELAMENTO INDUZIDO
CONTEXTUALMENTE

Tem sido difundido que nucleos monoaminérgicos do sistema
modulatério da dor, como os nlcleos da rafe e o LC aos quais a SCP esta
ligada (FREITAS et al, 2005), podem exercer um papel no
comportamento de congelamento, bem como no comportamento de
antinocicep¢do induzida pelo medo mediada por monoaminas
(COIMBRA et al., 2006).

Apesar da injecdo intratecal de neurotoxina noradrenérgica 6-
OHDA ter revertido a antinocicepcdo induzida pelo condicionamento
contextual na Fase Il A do teste de formalina, mostrando a importancia
do componente noradrenérgico descendente nesta reacdo defensiva, nossa
abordagem experimental ndo constatou a relevancia deste sistema para a
expressao do congelamento contextualmente induzido. Considerando que
a execucdo do comportamento de congelamento eliciado por estimulo
condicionado é realizada proeminentemente pela coluna ventrolateral da
SCP (De OCA et al., 1998; VIANA, LANDEIRA-FERNANDEZ,
BRANDAO, 2001; McNALLY, JOHANSEN, BLAIR, 2011; GROSS,
CANTERAS, 2012; BORELLI et al., 2013; TOVOTE et al., 2016) e
que esta regido supre preferencialmente o0 NMR (CAMERON et al.,
1995), um ndcleo bulbar serotonérgico que tem projecdes & medula
espinal, é plausivel que a degeneracdo preferencial de fibras
noradrenérgicas descendentes originarias do LC por 6-OHDA
(MCBRIDE et al., 1985; LLORCA-TORRALBA, 2016), ndo afete de
modo significante a execucdo desta resposta comportamental defensiva.
Porém, ndo podemos desconsiderar que a noradrenalina proveniente de
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outras projecOes pontinoespinais pode atuar no corno dorsal e participar
da mediacéo desta expressao comportamental defensiva.

A administracdo por via intratecal de antagonistas de receptores a-
adrenérgicos espinais pbdde fornecer uma visdo mais geral do
envolvimento do componente noradrenérgico na manifestacdo do
congelamento, por permitir o antagonismo de receptores a-adrenérgicos
ativados por noradrenalina liberada de fibras noradrenérgicas
descendentes cujos corpos celulares situam-se em outros nicleos
pontinos além do LC. Ao implementarmos a aplicacdo de ioimbina por
via intratecal, um antagonista de receptores az-adrenérgicos, observamos
reducdo do tempo de congelamento em comparacdo ao grupo controle
condicionado. Esse dado indica que o receptor adrenérgico espinal
envolvido na expressdo do congelamento contextualmente induzido
(assim como para a analgesia relacionada) € o receptor oy.

5.5. A MENOR INTENSIDADE DE CHOQUE NO DIA DO
CONDICIONAMENTO OCASIONOU MAIOR EXPRESSAO DE
CONGELAMENTO E ANALGESIA NO DIA DO TESTE

No condicionamento Pavloviano, a expressdo comportamental da
associacdo entre o estimulo incondicionado (EI) e o estimulo
condicionado (EC) depende de um mecanismo que envolve a intensidade
do estimulo incondicionado e a predicdo do estimulo condicionado
(YOUNG, FANSELOW, 1992).

O EIl massivamente utilizado neste tipo de condicionamento € o
choque elétrico (LI, McNALLY, 2014). O EC adquire a capacidade de
eliciar respostas, designadas por varios autores (FANSELOW, BOLLES,
1979; ROSS, RANDICH, 1985; YOUNG, FANSELOW, 1992;
BRANDAO et al., 2008; LI, McNALLY, 2014) como “respostas
condicionadas” caracterizadas como respostas relacionadas ao medo. Em
roedores, uma resposta comportamental comum ao medo é o
congelamento (FANSELOW, BOLLES, 1979).

Durante o condicionamento aversivo, 0 EC ira predizer o El e ira
resultar em um segundo tipo de resposta, a analgesia condicionada, sendo
esta mediada por opioides (CHANCE, KRYNOCK, ROSECRANS,
1978; FANSELOW, 1984; FANSELOW, BOLLES, 1979; ROSS,
RANDICH, 1985).

Com o decorrer do condicionamento, a analgesia gerada atenua o
aspecto aversivo do choque, ja que este é de natureza nociceptiva. Assim,
hd um mecanismo de retroalimentacdo negativa desencadeado pela
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analgesia condicionada que controla a quantidade de condicionamento
gue cada choque suporta. Como o EC vai se tornando cada vez mais
fortemente associado com o EI, o animal torna-se cada vez mais
analgésico e cada choque adicional vai suportar menos condicionamento,
levando a assintona da curva do aprendizado (YOUNG, FANSELOW,
1992).

Ao considerar que no decorrer da sessdo de condicionamento a
analgesia gerada tem um impacto direto sobre a capacidade de cada
choque em promover associacdo entre o El e o estimulo neutro, uma
guantidade excessiva de choques poderia ser desnecesséaria para o
aprendizado associativo. Assim, nos experimentos de padronizagdo do
protocolo de condicionamento contextual aversivo, utilizamos cinco
apresentac@es de estimulos elétricos nas patas no dia do condicionamento,
metade da quantidade geralmente empregada por estudos farmacol6gicos
e moleculares que associam medo condicionado e dor (REA, ROCHE,
FINN, 2011, OLANGO et al., 2012, BUTTLER et al., 2011, REA et al.,
2013).

Nossos resultados apontaram uma relagcdo inversa entre a
intensidade de choque empregada no dia do condicionamento e a resposta
comportamental ao medo condicionado (congelamento) no dia do teste,
ou seja, a menor intensidade de choque, 0,4 mA, gerou mais tempo na
manifestacdo de congelamento, enquanto a maior intensidade, 0,7 mA,
menos tempo. De fato, choques de baixa intensidade sdo correlacionados
com uma menor assintota, pois menos da resposta condicionada
analgésica é necessaria para bloguear o impacto do choque.
Alternativamente, choques de intensidade mais alta requerem mais
analgesia e sdo correlacionados com uma assintota de condicionamento
superior (YOUNG, FANSELOW, 1992).

A influéncia da intensidade do El sobre a aquisicdo da meméria no
condicionamento classico ja havia sido proposta em 1972 por Rescorla e
Wagner. Esses pesquisadores propuseram um modelo no qual a taxa de
crescimento da curva de aprendizado é parcialmente determinada por um
parametro, £, que é especifico para o El, sendo que uma determinante para
esse pardmetro é a intensidade deste estimulo (RESCORLA, WAGNER
1972).

A fisiologia subjacente ao modelo de retroalimentacdo negativa
sustenta que S deve ser determinado pela intensidade percebida e néo pela
intensidade fisica do choque (YOUNG, FANSELOW, 1992). Como a
analgesia atenua os estimulos dolorosos presinapticamente na primeira
sinapse aferente (WATKINS, MAYER, 1982), as informages
emocionais sobre a intensidade fisica do choque ndo s&o disponiveis para
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niveis mais elevados do SNC, consequentemente, a intensidade percebida
diminui, assim como a efetividade associativa do choque (YOUNG,
FANSELOW, 1992).

Possivelmente, em nossos experimentos, estimulos elétricos nas
patas superiores a 0,4 mA podem ter causado diminuicdo da associacdo
choque-contexto no dia do condicionamento, e, consequentemente, no dia
do teste, reducdo do tempo de expressdo comportamental durante a
evocacdo dessa associacdo, Outra manifestacdo comportamental da
evocacdo da associacdo choque-contexto foi influenciada por
intensidades maiores de choque, a analgesia induzida pelo contexto
aversivo. Esta expressdo comportamental foi observada no dia do
teste, apenas no grupo que recebeu choques com intensidade de 0,4
mA no dia do condicionamento.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo mostrou que o sistema modulatério da dor ndo depende
de uma via neural rotulada ou pré-estabelecida, na qual as mesmas
estruturas sdo redundantemente ativadas. A percepcdo da dor e a
motivacdo gerada por ela, ou seja, a tomada de decisdo ou a mudanca de
comportamento requer a ativacdo de diferentes sistemas neuroquimicos
em diferentes contextos emocionais/atencionais;

Dependendo da valéncia emocional atribuida & fonte de estresse
(pata ou contexto), ou mesmo, da fase do teste algesimétrico empregado
(formalina), a sensibilizacdo da SCPd com glicina melhora a atividade do
sistema noradrenérgico ou este age sozinho (sem necessitar que a SCPd
seja sensibilizada por glicina) na modulacdo de comportamentos
defensivos sejam eles nocifensivos ou ndo (congelamento);

ProjecOes noradrenérgicas descendentes a medula espinal séo
importantes para a expressdo de analgesia induzida contextualmente. O
componente noradrenérgico envolvido nesta fun¢do ¢ o receptor op
espinal.

Apesar do sobrepujante efeito hipernociceptivo da sensibilizacdo
da SCPd com glicina, mediado, na medula espinal, pelo receptor o1-
adrenérgico, nossos dados indicaram que a microinje¢do desse co-
agonista do receptor NMDA/GLY-B tem acdo bidirecional sobre a
nocicepcédo, podendo também agir de forma inibitoria, mas esse resultado
somente foi revelado apos antagonismo farmacologico do receptor o-
adrenérgico; e agdo agonistica em receptores 5-HT1a;

No contexto aversivo, a sensibilizacdo da SCPd com glicina requer
outro sistema descendente que nédo o noradrenérgico;

Nossos dados mostraram que a re-exposi¢do ao contexto aversivo
impediu 0 aumento da nocicepcao eliciado pela administracdo de glicina
na SCPd no contexto neutro. Os resultados dessa abordagem experimental
nos conduzem & sugestdo de que a sensibilizagdo da SCPd com glicina e
a re-exposicdo ao contexto aversivo possa ter gerado um estado
emocional que mudou, parcialmente, o foco de atencdo da fonte de
ameaga, ou seja, da pata para o contexto, resultando em reversdo da
hipernocicepcéo. Inferimos entdo que a SCPd é uma &rea candidata a
comutar entre facilitacdo da nocicepcdo e impedimento deste
favorecimento dependendo da valéncia emocional do contexto.
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