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RESUMO

O cortex pré-frontal medial ventral (vVCPFM) é uma estrutura do sistema limbico
envolvida na modulacdo de respostas autondémicas. As modificacdes fisiologicas e
estruturais em neurdnios deste nucleo estdo relacionadas a hiperalgesia induzida
pela neuropatia. O estudo teve como objetivo avaliar a participagdo do vVCPFM nas
alteracOes cardiovasculares induzidas pela neuropatia em ratos. Foram utilizados
ratos Wistar, machos, pesando entre 160-180g. Eles foram submetidos a cirurgia
para inducdo de neuropatica, ap0s sete dias foi realizado a estereotaxia para o
implante da canula no vVCPFM para injecao do Cloreto de Cobalto (CoCl2). A cirurgia
para a canulacao da artéria femoral foi feita cinco dias apds a estereotaxia e um dia
apos foi realizado os testes nociceptivos para avaliacdo da Frequéncia cardiaca (FC)
e Pressdo arterial média (PAM). Foram usados os estimulos inécuos térmico
(“Cold”), mecanico (“Brush”), pontual (“VonFrey”) e os estimulos nocivos térmico
(“Heat’) e mecanico (“Pin”). Assim, avaliado sua FC e PAM. Os valores da FC e PAM
aumentaram pela estimulacdo nociceptiva e os achados do presente estudo
demonstram que esse comportamento € dependente do tipo de estimulacdo. O
estimulo térmico indcuo, utilizando o método de esfriamento por acetona “Cold”, ndo
€ capaz de gerar dor em animais falso-operados, dessa forma, também é esperado
gue nao afete a FC e a PAM. Usando o modelo de estimulac&o inécua pontual com
o método de “Von Frey” ou dindmica com o método de “Brush”, em animais falso
operados, as amplitudes de PAM e FC foram pequenas, consistente com a baixa
intensidade desses estimulos que nao conseguem gerar nocicep¢do e dor. O
estimulo nocivo mecénico "Pin" aumentou a PAM e FC. J& resposta térmica nociva
"Heat" provocou um aumento sustendado da FC e também foi capaz de fornecer
uma resposta cardiovascular maior do que a estimulagdo mecanica. Os resultados
sugeriram que o envolvimento do VvCPFM € importante nas respostas
cardiovasculares requeridas nas respostas hiperalgésicas induzidas por estimulos

nocivos e indcuos em modelo de neuropatia por ligadura de nervo.

Palavras chave: Cortex pré-frontal medial ventral, hiperalgesia, alteracdes

cardiovasculares



ABSTRACT

The medial ventral prefrontal cortex (VCPFM) is a structure of the limbic system
involved in the modulation of autonomic responses. The physiological and structural
changes in the neurons of this necleus are related to hyperalgesia induced by
neuropathy. The aim of this study was to evaluate the participation of VCPFM in
cardiovascular alterations induced by neuropathy in rats. Male Wistar rats weighing
160-180g were used. They underwent surgery to induce neuropathy, after seven days
stereotaxy was performed for cannula implantation in vCPFM for injection of Cobalt
Chloride (CoCI2). The surgery for cannulation of the femoral artery was done 5 days
after stereotactic and one day after the nociceptive tests were performed to evaluate
the Heart Rate (HR) and Mean Blood Pressure (MAP). Innovative thermal stimuli
("Cold"), mechanical ("Brush"), punctual ("VonFrey") and the thermal stimuli ("Heat")
and mechanical stimuli ("Pin") were used. Thus, assessed their HR and MAP. The
HR and MAP values were increased by nociceptive stimulation and the findings of the
present study demonstrate that this behavior is dependent on the type of estimate.
The innocuous thermal stimulus, the "cold" acetone cooling method, is not able to
generate pain in false-operated animals, so it is also expected to not affect HR and
MAP. Using the real-time estimation model with the "Von Frey" method or dynamic
with the "Brush” method, in false-operated animals, such as MAP and HR amplitudes
were small, consistent with a low intensity of originals that can not Generate
nociception and pain. The noxious mechanical stimulus "Pin" increased MAP and HR.
It is already recommended that "Heat" caused a sustained increase in HR and was
also able to provide a greater cardiovascular response than mechanical stimulation.
The results suggested that vVCPFM involvement is important in the cardiovascular
responses required in the hyperalgesic responses induced by harmful and innocuous

stimuli in a model of nerve ligation neuropathy.

Key Words: medial ventral prefrontal cortex, hyperalgesia, cardiovascular

alterations
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1 INTRODUCAO

A dor constitui um sintoma de alerta do organismo pela deteccdo de estimulos
fisicos, mecéanicos e quimicos nocivos. Ela proporciona rapidamente ao sistema
Nnervoso um aviso para o inicio de respostas de protecdo adequadas para minimizar
as lesdes (FEIN, 2011). Em 1994, o comité de taxonomia da Associacao
Internacional para o Estudo da dor (IASP) definiu a dor como uma experiéncia em
gue quase todos os seres humanos vivenciam, que pode ser conceituada como
“experiéncia sensitiva e emocional desagradavel decorrente ou descrito em termos
de lesbes teciduais reais e potenciais” (ONOFRE et al., 2009). Esta associada a
reducdo de qualidade de vida fisioldgica, psicologica e socialmente, com presenca
de sintomas, como a ansiedade, depressao e/ou insbnia (DWORKIN et al. 2010).

Ela pode ser classificada como dor aguda ou cronica, dependendo de seu
tempo de duragdo. Normalmente, é considerada cronica quando ela tem duragéo ou
se repete por mais de trés a seis meses. As categorias de dor sdo definidas de
forma variavel com base na localizacdo percebida (dor de cabeca), etiologia (dor de
cancer) ou no sistema anatébmico primariamente afetado, como a dor neuropatica
(TREEDE et al., 2015).

Segundo a IASP, a dor crbnica € definida como “dor causada por lesdo ou
doenca do sistema somatossensorial”. O sistema nervoso somatosensorial fornece
informacdes em relacdo o corpo incluindo a pele, érgdos, musculo-esqueléticos e
viscerais. A dor neuropética pode ser espontanea ou evocada, COmo uma resposta
aumentada a um estimulo doloroso (hiperalgesia) ou uma resposta dolorosa ao
estimulo normalmente n&o doloroso (alodinia) (FINNERUP et al.,, 2015). O
diagndstico de dor neuropatica requer uma histéria de lesdo do sistema nervoso, por
exemplo, acidente vascular cerebral, trauma de nervo, ou neuropatia diabética, e
distribuicdo anatomica plausivel da dor (TREEDE et al., 2015).

Estudos mostraram redes corticais e subcorticais que séo ativadas pela dor,
incluindo regides sensoriais, limbicas e associativas. As areas cerebrais mais
comumente ativadas por estimulos nocivos em estudos de imagem do cérebro
humano sdo o cértex somatossensorial primario (S1), cértex somatossensorial
secundario (S2), cértex cingulado anterior (CCA), insula, cértex pré-frontal (CPF),
talamo e cerebelo (APKARIN et al., 2005). A dor crbénica estimula o Sistema Nervoso

Autondbmo Simpatico (SNAs) e Parassimpatico (SNAp), atuando diretamente na



alteracéo cardiovascular (HAKIM A et al., 2017). Isto porque, a sinalizacdo dolorosa
ocorre também, pela mediacdo da inervagdo autonémica desde o corno posterior da
medula ao SNAs, ativando, assim, resposta de frequéncia cardiaca e pressao
arterial aumentada (MOLTNER et al.,, 1990). Outras estruturas realizam a
modulacdo cardiovascular, assim como os centros bulbares, o hipotalamo e regides
especificas do cortex cerebral, dando énfase ao CPF (DAMPNEY, 1994,
VERBERNE e OWENS, 1998).

O CPF é uma regido do sistema limbico com funcéo essencial na cognicéo,
emocdo e memoria (DEL ARCO; MORA, 2008). Além disso, este esta relacionado a
um processo hiperalgésico evidenciado no estudo de Metzl e colaboradores (2009),
por suas modificacdes fisiologicas e estruturais, através de um modelo de ligadura
de um nervo. Esta estrutura pode ser dividida em Coértex Pré-frontal Medial (CPFM)
e Cortex Pré-frontal Lateral (CPFL), na regido medial e lateral, respectivamente.
(SESACK et al., 1989; GROENEWEGEN, 1988). Entretanto, a influéncia
cardiovascular € exercida somente pelo CPFM em sua porcao ventral (VCPFM)
(BURNS & WYSS, 1985; TAVARES et al., 2004).

As alteracbes cardiovasculares, como excitacdo, estresse, taquicardia,
aumento da presséao arterial média e inibicdo baroreflexa sdo mediadas pelo CPFM,
mais evidentemente no VCPFM., que compreende Cortex pré-limbico (PL) e
Infralimbico (IL). As evidéncias indicam que a modulacdo simpatica cardiaca e a
pressdo arterial ocorrem através da modulacdo do vCPFM, tendo como exemplo o
envolvimento de uma reacdo de defesa e/ou medo (RESSTEL et al., 2006). Kretz
(1984) mostrou em um ensaio in vivo que a administragdo de Cloreto de Cobalto
(CoCl2 )em tecido cortical de roedores tem a propriedade de bloguear a pés-sinapse,
sendo esse bloqueio uma consequéncia da inibicdo da liberacdo pré-sinaptica de

neurotransmissores na fenda sindptica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A dor pode ser conceituada como “experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel decorrente ou descrito em termos de lesdes teciduais reais e
potenciais” (ONOFRE et al.,, 2009). Ela contribui fisiologicamente no controle de
equilibrio do corpo, a homeostase, sendo alerta em relacdo ao perigo do organismo,
e liberando sinais importantes para detec¢cdo de doencas (BASBAUM et al., 2009).
Assim, estabelecendo situacbes com limiares especificos e organizados,
sensibilizando sistemas, como sinal de alerta, e protegendo o individuo contra
futuras lesGes. Esta auto-preservacao do corpo, tem o potencial de evitar que uma
certa manifestacdo dolorosa evolua para doenca debilitante, como inflamacéao,
infeccéo viral e outras condi¢cdes dolorosas (WOLKERSTORFER et al., 2016).

Sendo assim, a palavra dor é determinada para a sensacdo dolorosa em
experiéncias humanas, devido ao fato da mesma sofrer influéncias ambientais. Ja
em animais, o componente fisiologico da dor é chamado de nocicepcdo, pela
auséncia de comportamento externo. A nocicepc¢éo participa de uma via, ocorrendo
nela o processamento doloroso, evidenciando mecanismos periféricos e centrais,
como a transducéao, transmissao, modulagcéo e percepcao, de sinais neurais gerados
em resposta a um estimulo nocivo externo (FERREIRA et al., 2009). Este processo
compreende complexas atividades neuronais, do sistema nervoso periférico e
sistema nervoso central, sendo inicialmente detectados no @ sistema
somatossensorial. Os receptores de sinalizagcdo captam a informacdo externa e
compartilham essa informacéo dolorosa, tal processo é chamado de transducéo.

Tal processo ocorre de inicio no sistema somatossensorial, sendo detectadas
complexas atividades neuronais, do sistema nervoso periférico e sistema nervoso
central. A partir disto, ocorre a transducdo nociceptiva, onde 0s receptores de
sinalizacdo captam a informacdo externa e compartiham essa informacéo.
Consequentemente, ocorrem alteragbes no limiar de transducdo aferente,
caracterizada pela sensibilizagdo periférica, que séo responsaveis pela hiperalgesia
primaria na regiao da lesdo tecidual (GARRY et al., 2004; LEE et al., 2016). Ap6s o
processo de transducgéo, a informacgéo passa por um processo de transmisséo, que
ocorre por fibras aferentes primarias. Essas fibras formam conexfes diretas ou

indiretas com uma das trés populacdes de neurdnios de corno dorsal da medula,
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gue sao eles: neurdnios de projecdo, que participam da transmissédo pela medula
espinhal até centros supraespinhais superiores; neurbnios proprioespinhais que
interconectam varios segmentos da medula espinhal; interneurdnios, que podem ser
excitatorios ou inibitorios. (KLAUMANN et al., 2008).

Na medula espinhal, acontece a identificacdo do estimulo transmitido,
processo chamado de modulacdo da dor. Tal estimulo pode ser nocivo ou nhao,
ocorrendo sinapses com neurbnios de segunda ordem e a liberacdo de
neurotransmissores, como glutamato e substancia P, para as modulacfes se
caracterizarem como excitatorias ou inibitorias (LIU et al., 1997). Posteriormente,
essa Iinformacdo nociceptiva passa aos centros superiores, pelos tratos
espinotalamico ou espinoreticulotalamico em direcdo ao talamo, o qual redicionara
essa informacdo ao coértex somatossensorial, que ira processar o estimulo e
determinar a intensidade e localizagdo dolorosa, caracterizando a dor (MILLAN,
2002). Quando a dor é decorrente de uma resposta normal e previsivel de trauma,
como lesBes quimicas, térmicas ou mecanicas, ela é considerada aguda. Ja a dor
cronica pode ser subdividida em dor crénica nociceptiva, quando resultantes de
danos nos tecidos, como no caso de cancer ou osteoartrite e a dor neuropatica
cronica, que estd associada a uma anormalidade funcional do sistema nervoso
(WOLKERSTORFER et al., 2016).

A dor neuropética é resultante de lesbes que acometem 0 sistema nervoso
periférico de maneira direta, a medula espinhal. Decorrente as lesdes, os estimulos
passam a ser percebidos como sensacdo dolorosa, devido ao aumento da
sensibilidade dolorosa (SELTZER et al.,, 1999; BARON & BINDER, 2004). Essas
alteracdes no sistema nervoso geram uma permanéncia no envio de sinais de dor,
sendo prejudicial até se tornar patoldgica. Isto acontece devido a formacdo de
neuromas, que geram excitabilidade dos potenciais de acdo que conduz o influxo
sensorial, levando a caracteristicas dolorosas (DEVOR, 2006; LIU et al., 2001).
Geralmente ela € acompanhada por uma resposta autondmica complexa, mediada
tanto pelo simpético e alteracdes parassimpaticas (DUBIN, 2000; TERKELSEN et
al., 2005; BURTON et al., 2009). Uma exigéncia fundamental na investigacdo da dor
em animais €é a interpretacdo de comportamentos que sao assumidos ou
desencadeados pela percepcdo da dor. Embora os movimentos reflexos sejam
comumente mais usados como uma forma de avaliar a dor em modelos animais, a
validade desta abordagem ainda é incerta (VIERCK, 2005; LE BARS et al., 2001).
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No entanto, a intensidade da dor ndo esta relacionada com a quantidade de
danos ou sintomas, podendo ela persistir por muito tempo, pelos danos teciduais,
mesmo ela sendo solucionada (WOLKERSTORFER et al.,, 2016). Dentre os
sintomas da dor neuropatica esta a hiperalgesia, que decorre das alteracfes centrais
ou espinhais e a sensibilizacdo continuada dos nociceptores. A dor espontanea e a
alodinia (sensacao dolorosa por estimulos ndo nocivos) também esta presente na
dor neuropatica, ocorrendo pela plasticidade neuronal, onde uma fibra tatil ou
proprioceptiva responde como nociceptor (BARON; BINDER, 2004; BASBAUM et al.,
2009; WALL; GUTNICK, 1974).

Para a investigacdo da dor no animal é necessario a interpretacdo dos
comportamentos assumidos ou desencadeados pela percepcdo da dor, essas
suposicdes sao feitas com base em inferéncias (KREGEL et al., 1992). Com isso,
seria mais preciso a utilizacdo de medidas fisiolégicas como um dado adicional e
quantificavel para a interpretacdo da sensacao dolorosa em animais. Tal estratégia
teve inicio nos estudos de Sherrington e Woodworth (1904), nos quais a nocicepgao
foi percebida apés a estimulacdo cutdnea que produziu reacdes somato-motoras
que incluiram movimentos que simulam a expressdo de certos estados afetivos.
Estes comportamentos foram acompanhados de elevacdo da pressao arterial e
foram chamados de reflexos pseudoafetivos.

H& uma interacéo entre o sistema cardiovascular e de regulacéo da dor, como
por exemplo, a relacdo entre a presséo arterial e a percepcédo da dor (BRUEHL &
CHUNG, 2004). Diversas experimentacdes em seres humanos acordados apoiam a
visdo de que tanto a frequéncia cardiaca e a pressao arterial sdo aumentadas pela
ativacdo do sistema de projecao da dor (MAIXNER et al., 1990; NORDIN & FAGIUS,
1995; TASSORELLI et al., 1995; KEMPPAINEN et al., 2001). Estimulos nocivos que
séo claramente dolorosos em seres humanos também aumentam a FC e a PAM em
animais anestesiados (ABRAM et al., 1983; NAGASAKA & YAKSH, 1995; NORDIN
& FAGIUS, 1995; NASON JR & MASON, 2004; ISHIDE et al., 2005) e acordados
(RIGAUD et al., 2011).

Diversos mecanismos reguladores cardiovasculares atuam isoladamente ou
combinadamente, com o objetivo final de garantir um adequado volume sanguineo
circulante e pressao arterial e venosa sistémicas estaveis, dentro dos limites
fisiol6gicos estabelecidos. Sendo que, o volume sanguineo e a pressao circulatéria

sdo as duas variaveis hemodinamicas que se constituem nos alvos finais da
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regulacdo cardiovascular (DONOGHUE et al., 1982; SPYER, 1982; GUYENET,
2006).

Centros bulbares séo os responsaveis pela manutencédo do ténus pressorico
geral e pelo controle da pressdo sanguinea pelos mecanismos reflexos
cardiovasculares, como o barorreflexo, quimiorreflexo e o reflexo cardiopulmonar
(DAMPNEY, 1994; SAPRU, 2002). Além dos centros bulbares, estruturas
suprabulbares também estdo envolvidas na regulacdo do sistema cardiovascular.
Estruturas mesencefélicas, como a substancias cinzenta periaqguedutal (SCP); e
estruturas prosencefélicas incluindo o hipotalamo, nucleos da amigdala, regides
especificas do cértex como, por exemplo, o CPF (DAMPNEY, 1994; VERBERNE e
OWENS, 1998).

O CPF é uma estrutura de prosencéfalo, anatomicamente dividida em CPFL e
CPFM (LEONARD, 1969, KRETTEK & PRICE, 1977; SARTER & MARKOWITSCH,
1984; GROENEWEGEN, 1988; SESACK et al., 1989). O vCPFM compreende o
cortex PL, coértex IL e cortex dorso penduncular (DP) (GROENEWEGEN, 1988,
ZILLES E WREE, 1985; PAXINOS & WATSON, 1997). O vCPFM é uma érea do
sistema limbico, que é capaz de facilitar as respostas autondmicas e emocionais que
ocorrem durante situacdes estressantes (RESSTEL et al., 2006b; LISBOA et al.,
2010). Ele estad envolvido na modulacdo de respostas autonémicas, exercendo
influéncia no sistema cardiovascular em ratos (VERBENE E OWENS, 1998,
RESSTEL E CORREA. 2006b). Além disso, modificacdes fisiolégicas e estruturais
em neurdnios deste nucleo estéo relacionadas a hiperalgesia induzida por ligadura
de nervo (METZL et al., 2009) e artrite em ratos (JI| & NEUGEBAUER, 2011). A
influéncia do CPFM sobre o sistema cardiovascular ocorre principalmente via
VCPFM (BURNS & WYSS, 1985; TAVARES et al., 2004)

Refor¢cando a hipotese de que o vVCPFM modularia o sistema cardiovascular
durante exposicdo a estimulos estressantes, tais como na reacdo de defesa, é
descrito que a exposicdo de ratos ao modelo de labirinto em cruz elevado, a
protocolos de condicionamento usando choque nas patas (modelo do medo
condicionado), a aplicacao de jatos de ar no focinho, ao nado forcado ou ao estresse
de restricdo induzem expressao de proteina fos em neurdnios do VCPFM (IMAKI et
al., 1993; BECK & FIBIGER, 1995, CULLINAN et al., 1995; DUNCAN et al., 1996).
Além disso, outro estudo tem mostrado que o VCPFM pode modular o aumento da

pressdo arterial (PA) e da FC evocados pelo medo condicionado ao contexto
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(RESSTEL et al.,, 2006, 2008a). Assim, pode-se atribuir ao VCPFM uma atuacao
modulatéria no sistema cardiovascular durante eventos aversivos, levando a
alteracdes na pressao arterial e frequéncia cardiaca.

Estudos demonstram que o CoClI2 tem sido usado para causar inibicao
temporaria de éareas selecionadas do cérebro, reduzindo a taxa de célcio pré-
sinptica e interferindo na liberacdo de neurotransmissores, levando ao bloqueio
funcional sinaptico (KRETZ R, 1984; LOMBER, 1999). Um estudo feito por Resstel
(2004) indicou que a micro injecao bilateral de CoCl2 no vCPFM de ratos reduz o
aumento nas PAM e FC, afirmando a modulacéo das respostas cardiovasculares
pelo vVCPFM.

Considerando entdo, que o VCPFM ¢é capaz de modular o sistema
cardiovascular e que a FC e PAM sdo aumentadas pela ativacdo do sistema de
projecéo da dor (MAIXNER et al., 1990; NORDIN & FAGIUS, 1995; TASSORELLI et
al., 1995; KEMPPPAINEN et al., 2001), este estudo evidencia a participagdo do

VCPFM nas alteracdes cardiovasculares induzidas pela dor neuropatica em ratos.
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3 JUSTIFICATIVA

Estimulos nocivos que sao claramente dolorosos em seres humanos também
aumentam a FC e a PA em modelos animais. Embora o VCPFM seja capaz de
modular o sistema cardiovascular, a participacdo deste nucleo em modelos de dor
ainda ndo estd esclarecida na literatura. Desta forma, novos estudos séo
necessarios a fim de identificar a participacdo do vVCPFM no controle das respostas

reflexas cardiovasculares em animais com dor neuropatica.
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4 OBJETIVOS

Abaixo seguem os objetivos gerais e especificos do estudo.

4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a participagdo do VCPFM nos efeitos cardiovasculares induzidos
por diferentes estimulos, in6bcuos e nocivos, apds inducdo de hiperalgesia por

modelo de ligadura de nervo em ratos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito do VCPFM nas alteragbes da FC e PAM ap6s estimulo
in6cuo térmico com o método “Cold” em animais neuropaticos.

Investigar o efeito do VCPFM nas alteracbes da FC e PAM apds estimulo
in6cuo mecanico com o método “Brush” em animais neuropaticos.

Investigar o efeito do VCPFM nas alteracdes da FC e PAM ap6s estimulo
inécuo pontual com o método “VonFrey” em animais neuropaticos.

Investigar o efeito do VCPFM nas alteracbes da FC e PAM apds estimulo
nocivo mecanico com o metodo “Pin” em animais neuropaticos.

Investigar o efeito do VCPFM nas alteragbes da FC e PAM ap6s estimulo

nocivo térmico com o método “Heat” em animais neuropaticos.
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5 MATERIAIS E METODOS

Abaixo seguem 0s materiais e métodos utilizados ao longo da pesquisa.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 160-180g, provenientes
do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sado Paulo. Os
animais foram alojados no biotério do proprio laboratério e mantidos em caixas de
polipropileno (39x32x17cm) com até quatro animais, sob ciclo claro/escuro de
12/12h, a uma temperatura aproximada de 25°C e agua e comida ad libitum a
vontade. Os experimentos foram realizados segundo as normas que regulamentam
aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratoério elaborados pela Comisséo de
Etica em Experimentacédo Animal da FMRP-USP. (Protocolo nimero: 040/2016).

5.2 MODELO DE DOR NEUROPATICA

O modelo experimental de neuropatia utilizado nesse estudo consiste na amarracao
do nervo ciatico em quatro pontos, realizando a constricdo crénica do nervo ciatico
(CCI) (BENNET,; XIE, 1988). Antes da cirurgia os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (Sigma-Aldrich, USA; 2,5%, 1ml para 100g). O nervo ciatico foi
exposto unilateralmente (FIGURA 1) na regido abaixo do gluteo direito e ligado com
quatro amarracdes com fio de seda separados por 2mm (FIGURA 2). A musculatura
e a pele sobre os nervos foram suturados, com padrdo de trés amarracfes (FIGURA
3).

No grupo controle (Sham), para a cirurgia CCIl, o nervo ciatico foi somente
exposto, sem constricdes do nervo ciatico. Ao final, a incisdo cirurgica foi fechada
conforme a Figura 3. Os animais foram mantidos em recuperacdo durante sete dias,

até a cirurgia de estereotaxia.



Figura 1- Nervo Ciatico Exposto.

Fonte: do autor.

Fonte: do autor.

Figura 3- Sutura da Pele

18



19

24

r

l(,

by

Fonte: do autor.

5.3 TECNICA DE IMPLANTE DE CANULA GUIA NO vCPFM

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Sigma-Aldrich, USA;
2,5%, 1ml para 100g). ApGs tricotomia na cabega, os animais foram adaptados em
um estereotaxico (Stoelting, USA) e a calota craniana foi exposta por uma incisdo na
pele, de aproximadamente 1,5 cm de diametro. A limpeza da regido foi feita
utilizando-se solugéo salina e agua oxigenada 10%. Todas as coordenadas tiveram
como referéncia os parametros do Atlas de Paxinos & Watson (1986), ajustados ao
peso do animal. A torre do estereotaxico foi posicionada em um angulo de 23 graus;
as coordenadas da antero-posterior: +3,4 mm em relagdo ao bregma; a lateral: +2,6
mm a partir da sutura média; a vertical: -3,3 mm em relacdo a cupula do cranio.

Duas cénulas de aco inoxidavel, de 11 mm de comprimento e 0,55 mm de
diametro externo, foram introduzidas e direcionadas ao VCPFM bilateral do animal
por meio de dois orificios, feitos com uma broca odontoldgica (FIGURA 4). As

canulas foram fixadas ao cranio com resina acrilica autopolimerisavel. Um mandril,
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de 0,2 mm de diametro foi introduzido na canula para evitar a obstrugdo da mesma
durante o periodo de recuperacdo do animal.

Como medida profilatica, cada animal recebeu por via intramuscular 0,3mL de
pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, BR), além disso, foi administrado 0,3 mL
de analgésico Banamine (Schering-Plough S/A-Brasil) 2,5 mg/mL/Kg, por via
subcutanea, para reduzir a dor pés-cirurgica.

Figura 4- Implantacdo da canula guia no vCPFM.

Fonte: do autor.

5.4 CANULACAO DA ARTERIA FEMORAL E REGISTRO DA ATIVIDADE
CARDIOVASCULAR

O animal foi anestesiado com Tribromoetanol (Sigma-Aldrich, USA; 2,5%, 1ml
para 100g).Um cateter foi implantado na artéria femoral do lado esquerdo do animal

para registro da pressao arterial (FIGURA 5). Os cateteres utilizados foram
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constituidos de um segmento de polietileno PE-10 (3-4 cm) soldado a um outro
seguimento PE-50 (12-13 cm), preenchidos com anticoagulante (heparina a 0,3%
em salina) e obstruidos em sua terminagédo externa com um pino de metal. Uma vez
implantado, A extremidade do cateter foi exteriorizada na regido escapular no dorso
do rato, sendo fixado por linha de sutura.

O registro basal da atividade cardiovascular (PAM e FC) do animal foi
realizado 1 dia apO6s o procedimento para a implantacdo da canula na artéria
femoral, permitindo sua recuperacao dos efeitos do anestésico.

Os animais foram mantidos em caixas individuais durante o periodo pos-
operatorio e de registro da PAM e FC. O cateter heparinizado, foi conectado a um
transdutor de pressao acoplado a um amplificador de sinais (AECADE 04P), por sua
vez conectado a um sistema de aquisicdo de dados computadorizado (Power Lab,
USA). Foram registrados a PAM e a FC e os dados foram apresentados e
analisados estatisticamente como APAM e AFC.

Figura 5 — Implantacéo do cateter na artéria femoral.

Fonte: do autor.
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5.5 DROGAS
o Veiculo Salina - NaCl - a 0,9% - 0,2uL/lado.
o Cloreto de cobalto (Il) hexahidratado (CoClz), (Aldrich Chemical Co. Inc.,

Milwaukee, WI, EUA. — 98% - 0,2uL/lado.

5.6 MICROINJECAO DE DROGAS NO vCPFM.

A injecao foi feita por meio de uma agulha injetora 1mm mais longa do que a
canula-guia, sendo esta agulha injetora conectada a uma seringa de 10 pL (Hamilton
701-RN, EUA) por meio de um fio de polietiieno (PE-10, Clay-Adams, EUA). As
drogas foram injetadas em um volume de 0,2 pL. A agulha foi mantida por mais 30
segundos no interior da canula para evitar refluxo. Cada animal recebeu apenas 0,2
pL da droga ou da salina bilateral e foi submetido ao experimento 10 minutos apdés a

injecao.

5.7 DETERMINACAO ANATOMICA DOS SITIOS DE INJECAO DE DROGA NO
VCPFM

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana
25% (10mL/Kg; i.p) antes de iniciar-se a perfusdo. Foram injetados 0,2 pL de corante
azul de Evan a 1% bilateralmente no vVCPFM, para evidenciar o sitio de injecdo na
area. Em seguida, os ratos foram submetidos a abertura do térax para a exposicéo
do coracédo, uma inciséo foi feita na auricula direita para o escoamento do sangue e
do perfusado e uma agulha para perfusdo foi entdo introduzida no ventriculo
esquerdo. A perfuséo foi realizada inicialmente com 2 mL de salina, seguida por 2
mL de solug&o tamponada de formalina a 10%.

Posteriormente, o cérebro foi retirado da caixa craniana e poés-fixado em

solucédo de perfusdo. No dia seguinte, o cérebro foi seccionado em cortes frontais de
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40 um de espessura, utilizando um criostato (modelo CM 1900, LEICA, Alemanha) e
corados com acetato de cresil violeta 0,5% (ACROS ORGANICS, USA) diluido em
uma solucdo de etanol a 20%. Os cortes foram analisados utilizando o Atlas de
Paxinos & Watson (1986) como referéncia. Animais que apresentarem injecdes fora

do vCPFM foram excluidos das analises seguintes.

5.8 DETERMINACAO DAS RESPOSTAS CARDIOVASCULARES A ESTIMULACAO
SENSORIAL

As respostas da FC e PAM a estimulacdo cutanea plantar, indcua e nociva,
foram medidas utilizando métodos previstos para a andlise sensoriais. Os testes
foram realizados apds os procedimentos cirtrgicos (14 dias ap6s o CCl, 7 dias ap0s
implante da canula no vCPFM e 1 dia ap6s a canulacédo da femoral). Todos os testes
foram realizados por apenas um investigador e com o0s animais individualmente
colocados em caixas acrilicas medindo 23x20x18 cm dispostas sobre uma mesa
com assoalho de grade de aco ndo maleavel com 5 mm? de espacgo entre a malha.
Todos os estimulos foram aplicados na superficie plantar da pata posterior direita e
os estimulos do teste foram somente aplicados depois que o animal ndo exibiam
mais atividade exploratdria. As modalidades de teste estdo descritas abaixo, e 0s

testes nociceptivos foram realizados entre 8:00 e 17:00 h.

5.8.1 Estimulacgao térmica inécua (“Cold”)
O meétodo escolhido € o da acetona, que foi aplicado uma gota de acetona na

superficie plantar lateral das patas, na distribuicAo do nervo sural. Em seres

humanos, este teste cria uma sensacgéo de frescor ndo dolorosa (CHOI et al., 2004).

5.8.2 Estimulac&o mecéanicaindcua pontual (“Von Frey”)
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A avaliacdo da hipernocicepgdo mecanica em ratos foi realizada como
previamente descrito (VIVANCOS et al.,, 2004). Este método utiliza-se de um
anestesidbmetro, composto de um transdutor de presséao ligado a um detector digital
de forca, a qual € expressa em gramas. Ao transdutor € adaptado a uma ponteira de
0,5 mm? que estimula diretamente a pata do animal. O experimentador é treinado a
aplicar a ponteira em angulo reto na regido central da pata traseira do animal com
uma pressdo gradualmente crescente, o qual provoca uma resposta de flexdo

caracteristica com retirada da pata.

5.8.3 Estimulagao mecanica inécua dinamica (‘“‘Brush”)

Uma escova de cabelo com pelo de camelo de 8mm de largura foi aplicada
longitudinalmente ao longo do centro da pata com uma taxa de cerca de 2 cm/s. A
forca maxima, quando medido em escala de analise usando uma escova

semelhante é de cerca de 2g.

5.8.4 Estimulagao mecanica nociva (‘“‘Pin”)

A ponta de uma agulha 22g de anestesia espinal foi aplicada na regido central
plantar da pata com forca suficiente para recuar a pele, mas néo perfura-la. (HOGAN
et al., 2004).

5.8.5 Estimulagao térmica nociva (“Heat”)

O limiar nociceptivo térmico em ratos foi realizado como previamente descrito
(HARGREAVES et al., 1988). Os animais foram colocados em compartimentos de
acrilico individuais posicionados sobre uma superficie de vidro especial, que permite

a passagem de forma homogénea da luz e do calor. Vinte minutos foi utilizado para
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adaptacdo dos animais ao ambiente. Apds esse periodo, a fonte de luz
infravermelho, colocada sob a pata traseira direita do animal, foi acionada
juntamente com crondémetro eletrdénico, até que o animal retire a pata e, a fonte de

luz e o relogio pare automaticamente.

5.9 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 4 grupos para cada teste nociceptivo
realizado e 4 subgrupos dentro de cada grupo. Para a Estimulacédo térmica in6cua
(“Cold”) foram utilizados 5 animais Sham neuropéticos e com administracdo de
salina no vCPFM, 5 animais Sham neuropaticos e com administracdo de CoClz2 no
vCPFM, 5 animais neuropaticos e com administracdo de salina no vCPFM, 5 animais
neuropaticos e com administracdo de Cloreto de Cobalto no vVCPFM. Para a
Estimulacdo Mecénica In6cua Pontual (“Von Frey”) foram utilizados 5 animais Sham
neuropaticos e com administracdo de salina no vCPFM, 5 animais Sham
neuropaticos e com administracdo de CoClz no vVCPFM, 5 animais neuropaticos e
com administragdo de salina no VvCPFM, 5 animais neuropaticos e com
administracdo de CoClz no vCPFM. Para a Estimulagdo mecénica in6cua dinamica
(“Brush”) foram utilizados 5 animais Sham neuropéticos e com administracdo de
salina no vCPFM, 5 animais Sham neuropaticos e com administracdo de Cloreto de
Cobalto CoCl2 no vCPFM, 5 animais neuropaticos e com administragdo de salina no
VvCPFM, 5 animais neuropaticos e com administracdo de CoCl2 no vCPFM. Para a
Estimulagdo mecénica nociva (“Pin”) foram utilizados 5 animais Sham neuropéticos
e com administracdo de salina no VCPFM, 5 animais Sham neuropaticos e com
administracdo de CoCl2 no vCPFM, 5 animais neuropaticos e com administracédo
de salina no vVCPFM, 5 animais neuropaticos e com administracdo de CoCl2 no
VCPFM. Para a Estimulacdo térmica nociva (“Heat”) foram utilizados 5 animais
Sham neuropéticos e com administragcdo de salina no VCPFM, 5 animais Sham
neuropaticos e com administragcdo de CoCl2 no vCPFM, 5 animais neuropaticos e
com administracdo de salina no vCPFM, 5 animais neuropaticos e com

administracao de CoClz2 no vCPFM.
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5.10 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O protocolo experimental descrito a seguir teve como objetivo estudar a
participagdo do VCPFM em ratos submetidos a testes sensoriais nocivos e nao-
nocivos em animais com hiperalgesia persistente por modelo de CCI ou controle
Sham operados. Apos a cirurgia de neuropatia ou Sham operados, de implante de
canula no vVCPFM, o reflexo cardiovascular foi estudado verificando a resposta
reflexa da FC e da PAM frente a estimulos mecéanicos inécuos, estimulo mecanico
nocivo e estimulos térmicos de calor e frio. A figura 1 demonstra o delineamento do
estudo, que seguiu a seguinte sequéncia: apos cirurgia de ligadura de nervo na pata
direita ou Sham operados, de implante de canula no vCPFM, implante na artéria
femoral e injetado CoCl2 ou salina no vCPFM, os animais tiveram suas PAM e FC
avaliadas (Basal 1 a 5 — BL, Tempos -5, -4, -3, -2 e -1), e foram submetidos a
diferentes estimulos in6cuos e nocivos (Tempo 0) e suas PA e FC avaliadas a cada
5 minutos (Tempo 1, 2, 3 e 4). Foram submetidos hovamente aos estimulos in6cuos
e nocivos (Tempo 5) e novamente suas PAM e FC avaliadas a cada 5 minutos
(Tempo 6, 7, 8 € 9). Por fim, novamente, foram submetidos aos estimulos inécuos e
nocivos (Tempo 10) e as suas PAM e FC avaliadas a cada 5 minutos (Tempo 11 e
12). Dessa forma, foi demonstrdo as alteragdes provocadas por estimulos inécuos e
nocivos em animais hiperalgésicos ou ndo (sham operados), assim como, a

participacdo do VCPFM na mediacéo dessas respostas.
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Figura 6- Delineamento experimental do estudo.

s = A - Administragdo de
Constricéo do Cirurgia Canulagéo
Nervo Estereotaxi da Salina ou Cobalto
stereotaxica no artéria femoral no VCPEM
Ciatico (CCI) VvCPFM
ou Sham
Testes nociceptivos
BL

R/—/R/—/R/—/ﬂ T

Avaliagdo da FC, PA e PAM

Nota: No primeiro dia foi realizada a cirurgia para constricdo do nervo ciatico. Apds sete dias foi realizado a
cirurgia para colocacéo da cénula no vCPFM. Depois de cinco dias foi feito a canulagédo da artéria

femoral para registrar as atividades cardiovasculares. Um dia apoés foi realizado a administracéo de
salina ou CoCl2 no vCPFM.

Fonte: do autor

6 ANALISE ESTATISTICA

Para cada modalidade de estimulo, trés valores foram registrados durante
uma unica sesséo do teste, subtraiu-se a PAM ou valor da FC em intervalos de 60s
dos valores obtidos na linha de base estabelecida anteriormente, obtendo-se o
APAM e AFC. Estes trés valores de APAM e AFC foram calculados para cada animal
e foram utilizados nas analises estatisticas. Os resultados de APAM e AFC foram
analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA) de duas vias com tratamento
como principal fator e o tempo como medida repetida.

Em caso de interagao significativa entre os fatores foi realizado o pos-teste de
Bonferroni para comparar os tratamentos em cada tempo. Todos os testes

estatisticos foram realizados assumindo-se o nivel de significancia de p < 0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 PARTICIPACAO DO VCPFM NO CONTROLE DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTIMULO TERMICO INOCUO (“COLD”)
EM ANIMAIS COM HIPERALGESIA NEUROPATICA

7.1.1 Avaliagao dos efeitos da estimulagao térmica inécua (“Cold”) sobre a

pressao arterial média de ratos neuropaticos e a participacdo do vCPFM

Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI e dez
pelo SHAM e tiveram sua PAM avaliada antes e apds estimulacbes mecanicas
in6bcuas pontuais (tempos 0, 5 e 10) com pré-administracdo de salina (SAL) ou
COCL 2 no vCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variacfes
nao significativas no APAM no periodo basal e em todo o periodo avaliado (todos os
tempos). Os animais do grupo SHAM VvCPFM-CoCl: também apresentaram
pequenas variagdes nao significativas no APAM no periodo basal e em todo o
periodo avaliado (todos os tempos).

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagées nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1).
Na primeira estimulacdo (tempo 0), apresentaram aumento significativo no APAM
gue retornaram ao basal somente apos 10 minutos (tempo 2). Uma nova variacdo no
APAM foi obtida no segundo estimulo (tempo 5), ainda diferente significativamente
do grupo SHAM vVCPFM-SAL, retornando ao estado basal apds 5 minutos (tempo 6).
Neste grupo, apos a terceira estimulagdo, nédo houve aumento no APAM (tempo 10)
se mantendo nos minutos finais (tempos 11 e 12).

Os animais do grupo neuropatico CCl vCPFM-CoCl2 na primeira estimulagcéo
(tempo 0), apresentaram aumento significativo no APAM que retornaram ao basal
ap6s 5 minutos (tempo 1). Uma nova variagdo no APAM foi obtida no segundo
estimulo (tempo 5), com maior intensidade do que no grupo CCl vCPFM-SAL e uma
reducdo apos 5 minutos (tempo 6). ApoOs a terceira estimulagéo, houve aumento no

APAM (tempo 10) seguido de nova redugcédo nos minutos finais (tempos 11 e 12).
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As curvas obtidas no Grafico 1 foram significativamente diferentes quanto ao

tratamento (F316=3,735 e tempo (F17272=4,795; p < 0,001) e demonstraram

significativa interacéo tratamento x tempo F 51,272 =2,135.

Gréfico 1- Curvas intensidade-duragéo do efeito cardiovascular na presséo arterial média, produzido

apos aplicagéo de estimulo indcuo térmico (“cold”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAM vCPFM-SAL
-~ SHAM vCPFM-CO

-10-—

-0 CCI vCPFM-SAL
= CC| vCPFM-CO

3 4
Tempos

9 10 11 12

Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apés

0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a

avaliacdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o0 momento do estimulo. SHAM,

grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-administracdo

de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. vVCPFM, cértex pré frontal medial

ventral. Os pontos representam média do A £+ E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor

7.1.2 Avaliagao dos efeitos da estimulagdo térmica inécua (“Cold”) na

frequéncia cardiaca de ratos neuropaticos e a participacdo do vCPFM

Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI ou

SHAM e tiveram sua FC avaliada antes e ap0s estimulacdes térmicas indcuas

(tempos 0, 5 e 10) com pré-administracdo de SAL ou CoCl2 no vVCPFM.
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Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variacdes
nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na primeira
estimulacéo (tempo 0) apresentaram aumento no AFC que retornaram ao basal logo
ap6s 5 minutos (tempo 1). Uma nova variagdo no AFC foi obtida no segundo
estimulo (tempo 5) e retorno ao basal logo ap6s 5 minutos (tempo 6). Apds o terceiro
estimulo (tempo 10), houve um novo aumento no AFC e retorno ao basal logo apods
5 minutos (tempo 11). Os animais do grupo SHAM vCPFM- CoCl2 apresentaram as
mesmas varia¢des do grupo SHAM vCPFM-SAL.

Os animais do grupo neuropético CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes néo significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na
primeira estimulagdo (tempo 0), apresentaram aumento significativo no AFC que
retornaram ao basal somente apds 15 minutos (tempo 3, com aumento da variacao
no tempo 4). Um novo aumento no AFC foi obtido no segundo estimulo (tempo 5),
com a mesma intensidade do que no estimulo anterior, ndo retornando ao estado
basal. Também ndo houve um novo aumento na presenca do terceiro estimulo
(tempo 10).

Os animais do grupo neuropatico CCl vCPFM- CoCl. apresentaram aumento
significativo do AFC no tempo 0, porém sem o retorno aos estados basais apos a
segunda (tempo 5) e a terceira (tempo 10) estimulacao.

As curvas obtidas no Grafico 2 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F 3,16=14,788; p < 0,001) e tempo (F 17,272=12,739; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagcdo tratamento x tempo (F 51,272= 3,424; p <
0,001).



31

Gréfico 2- Curvas intensidade-duracdo do efeito cardiovascular na frequéncia cardiaca, produzido

apos aplicagéo de estimulo inécuo térmico (“cold”) em trés momentos diferentes

-O- SHAM vCPFM-SAL -0- CCI vCPFM-SAL
-o- SHAM vCPFM-CO -+ CCI vCPFM-CO
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Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apés
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliacéo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam 0 momento do estimulo. SHAM,
grupo de animais falso operados; CCl, grupo de animais neuropéticos; SAL, pré-administracdo
de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. vCPFM, cortex pré frontal medial
ventral. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor

7.2 PARTICIPACAO DO CPFMV NO CONTROLE DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTIMULO MECANICO INOCUO
PONTUAL (“VON FREY”) EM ANIMAIS COM HIPERALGESIA NEUROPATICA

7.2.1 Avaliagao dos efeitos da estimulagao mecanica inécua pontual (“Von
Frey”) na pressédo arterial média de ratos neuropaticos e a participacdo do
vCPFM
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Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI ou
SHAM e tiveram sua PAM avaliada antes e ap0s estimula¢cdes mecéanicas in6cuas
pontuais (tempos 0, 5 e 10) com pré-administracédo de SAL ou CoCl2 no vCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variacfes
nao significativas no APAM no periodo basal e em todo o periodo avaliado (todos os
tempos). Os animais do grupo SHAM vCPFM-CoCl2 apresentaram pequenas
variagoes nao significativas no APAM no periodo basal e em todo o periodo avaliado
(todos os tempos).

Os animais do grupo neuropatico CCl vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1).
Na primeira estimulagdo (tempo 0), apresentaram aumento significativo no APAM
sem retorno ao basal apds 20 minutos (tempo 1 a 4). Uma nova variagdo no APAM
foi obtida no segundo estimulo (tempo 5), com a mesma intensidade do que no
estimulo anterior e retorno ao basal no tempo seguinte (tempo 6) sem alteracdo da
variacdo nos minutos seguintes (tempos 6 a 12) mesmo apoés a terceira estimulacéo
(tempo 10).

Os animais do grupo neuropético CClI vCPFM-CoClz na primeira estimulacdo
nociva (tempo 0), apresentaram aumento significativo no APAM que retornaram ao
basal ap6s 5 minutos (tempo 1). Uma nova variagdo no APAM foi obtida no segundo
estimulo (tempo 5), maior do que no grupo CCl vCPFM-SAL e uma reducao apés 5
minutos (tempo 6). Apds a terceira estimulagdao, houve aumento no APAM (tempo
10) seguido de nova redug&o nos minutos finais (tempos 11 e 12).

As curvas obtidas no Grafico 3 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F 316=3,735 e tempo (F 17272=4,795; p < 0,001) e demonstraram

significativa interacéo tratamento x tempo F 51,272 =2,135.
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Grafico 3- Curvas intensidade-duracéo do efeito cardiovascular na pressao arterial média, produzido

apos aplicagéo de estimulo inécuo pontual (“von frey”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAMVCPFM-SAL 0O CCI vCPFM-SAL
-~ SHAM VCPFM-CO -+ CCI| vCPFM-CO

# # #

9 10 11 1

Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apés
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliacéo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o0 momento do estimulo. SHAM,
grupo de animais falso operados; CCl, grupo de animais neuropéticos; SAL, pré-administragdo
de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. VCPFM, cértex pré frontal medial
ventral. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.

7.2.2 Avaliacao dos efeitos da estimulagao mecéanica inécua pontual (“Von
Frey”) na frequéncia cardiaca de ratos neuropaticos e a participacdo do
vCPFM

Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI ou

SHAM e FC avaliada antes e ap0s estimulagbes mecéanicas indécuas pontuais
(tempos 0, 5 e 10) com pré-administracédo de SAL ou CoCl2 no vVCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variagdes

nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). N&o houve

variacdo no AFC no periodo observado (tempos 0 a 12). Os animais do grupo SHAM
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VCPFM- CoCl2 apresentaram variacdes significativas no AFC somente apos a
primeira estimulacdo (tempo 0) retornando ao basal apdés dez minutos e
apresentando uma nova variagdo no AFC somente no tempo 6, sem relagdo aos
estimulos seguintes (tempo 5 e 10).

Os animais do grupo neuropético CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes néo significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na
primeira estimulagcédo nociva (tempo 0), apresentaram aumento significativo na AFC
gue retornaram ao basal somente apds 5 minutos (tempo 1). Uma nova variacao no
AFC foi obtida no segundo estimulo (tempo 5), retornando ao estado basal apds 5
minutos (tempo 6) e aumentando novamente no tempo 7 e permanecendo
aumentado até o tempo 12.

Os animais do grupo neuropatico CCl vCPFM-CoClz apresentaram aumento
significativo do AFC no tempo 0, que se manteve aumentado durante o restante do
periodo de observacdo (tempos 1 a 12) e ndo tiveram aumento com os demais
estimulos.

As curvas obtidas no Grafico 4 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F 315 =10,567; p < 0,001) e tempo (F 17,255 =16,473; p < 0,001) e
demonstraram significativa interacéo tratamento x tempo (F 51,255 =5,205; p < 0,001).
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Gréfico 4- Curvas intensidade-duracéo do efeito cardiovascular na frequéncia cardiaca, produzido

apos aplicagdo de estimulo inécuo pontual (“von frey”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAM VCPFM-SAL -+ CCI vCPFM-SAL
-~ SHAM VCPFM-CO -w CCI vCPFM-CO

A Frequéncia Cardiaca
(bpm)

Tempos

Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apds
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliacdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o0 momento do estimulo. SHAM,

grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-administracdo
de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. VCPFM, cértex pré frontal medial

ventral. Seta representa 0 momento da pré-administracéo de SAL ou COCL2 no vCPFM. Os

pontos representam média do A £+ E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo SHAM vCPFM-
SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.

7.3 PARTICIPACAO DO CPFMV NO CONTROLE DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTIMULO MECANICO INOCUO
DINAMICO (“BRUSH”") EM ANIMAIS COM HIPERALGESIA NEUROPATICA

7.3.1 Avaliagdo dos efeitos da estimulagdo mecanica inOGcua dinamica
(“Brush”) na presséo arterial média de ratos neuropaticos e a participacao do
vCPFM
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Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI ou
SHAM e tiveram sua PAM avaliada antes e ap0s estimula¢cdes mecéanicas in6cuas
dindmicas (tempos 0, 5 e 10) com pré-administracdo de SAL ou CoCl2 no vVCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variacdes
nao significativas no APAM no periodo basal e em todo o periodo avaliado (todos os
tempos). Os animais do grupo SHAM vCPFM- CoCl: apresentaram pequenas
variagoes nao significativas no APAM no periodo basal e em todo o periodo avaliado
(todos os tempos).

Os animais do grupo neuropético CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1).
Na primeira estimulacdo (tempo 0), apresentaram grande aumento significativo no
APAM que retornaram ao basal apés 15 minutos (tempo 3). Uma nova variacdo no
APAM foi obtida no segundo estimulo (tempo 5), com a mesma intensidade do que
no estimulo anterior e retorno ao basal no tempo seguinte (tempo 6). Apds a terceira
estimulacdo, houve aumento no APAM (tempo 10) seguido de retorno ao basal nos
minutos finais (tempos 11 e 12).

Os animais do grupo neuropéatico CClI vCPFM- CoCl2 na primeira estimulacdo
(tempo 0), apresentaram grande aumento significativo no APAM que retornaram ao
basal apdés 5 minutos (tempo 1). Uma nova variagdo no APAM foi obtida no segundo
estimulo (tempo 5), com maior intensidade do que no grupo CCl vCPFM-SAL e uma
reducao pos estimulacdo no APAM, ficando abaixo do grupo CCl vCPFM-SAL (nos
tempos 6, 7, 8 e 9). ApGs a terceira estimulagéo, houve aumento no APAM (tempo
10) seguido de nova redug&o nos minutos finais (tempos 11 e 12).

As curvas obtidas no Grafico 5 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F 315 =13,191, p < 0,001) e tempo (F 17,255=41,944; p < 0,001) e
demonstraram significativa interag&o tratamento x tempo F 51,255=17,124; p < 0,001).
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Gréfico 5- Curvas intensidade-duragéo do efeito cardiovascular na presséo arterial média, produzido

apos aplicagéo de estimulo in6cuo dindmico (“brush”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAMVCPFM-SAL & CCI vVCPFM-SAL
-~ SHAMVCPFM-cO % CCIVCPFM-CO
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Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apds
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliacéo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o0 momento do estimulo. SHAM,

grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-administracdo

de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. VCPFM, cértex pré frontal medial

ventral. Seta representa 0 momento da pré-administracéo de SAL ou COCL2 no vCPFM. Os

pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo SHAM vCPFM-
SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).
Fonte: do autor.

7.3.2 Avaliacdo dos efeitos da estimulacdo mecéanica in6cua dinamica
(“Brush”) na frequéncia cardiaca de ratos neuropaticos e a participacdo do
vCPFM

Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI (CCl)
ou falso operados (SHAM) e tiveram sua frequéncia cardiaca (FC) avaliada antes e
apos estimulacdes mecanicas inocuas dinamicas (tempos 0, 5 e 10) com pré-
administracao de SAL ou CoCl2 no vCPFM.
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Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL e do grupo SHAM vCPFM- CoCl2
nao apresentaram variagdes significativas no AFC em todo o tempo avaliado.

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na
primeira estimulagéo (tempo 0), apresentaram aumento significativo na AFC e nao
houve retorno ao basal ap6s 20 minutos (tempo 1 a 4). Uma nova variagao no AFC
foi obtida no segundo estimulo (tempo 5), na mesma intensidade do que no estimulo
anterior, retornando ao estado basal apds 5 minutos (tempo 6). Neste grupo, houve
um pequeno aumento na variagdo do AFC apos novo estimulo (tempo 10) e
manutencao das variagdes proximas ao basal nos minutos finais (tempo 11 e 12).

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM- CoClz apresentaram aumento
significativo do AFC no tempo 0, porém sem o retorno aos estados basais apés 20
minutos da estimulacéo (tempos 1, 2, 3 e 4, no tempo 4 diferente significativamente
do SHAM VvCPFM-SAL). Um novo estimulo (tempo 5) produziu variacdo
significativamente maior em relacdo ao grupo CClI VvCPFM-SAL. Também é
observado o nao retorno ao basal (nos tempos 6, 7, 8 e 9) que se manteve com a
mesma variagdo nos tempos finais, mesmo na presen¢ca de um novo estimulo
(tempo 10).

As curvas obtidas no Grafico 6 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F 316 =22,735; p < 0,001) e tempo (F 17272=9,180; p < 0,001) e

demonstraram significativa interacéo tratamento x tempo (F s1,272=3,921; p < 0,001).
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Gréfico 6- Curvas intensidade-duracao do efeito cardiovascular na frequéncia cardiaca, produzido

apos aplicagéo de estimulo in6cuo dindmico (“brush”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAM VCPFM-SAL -0+ CCI vCPFM-SAL
-&- SHAM VCPFM-CO -= CCIVvCPFM-CO
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Nota: No eixo X se encontram os tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos ap6s
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliacdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o0 momento do estimulo.

SHAM, grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, preé-
administracdo de salina; COCl2, pré-administracdo de cloreto de cobalto. VCPFM, cértex pré
frontal medial ventral. Seta representa 0 momento da pré-administracdo de SAL ou COCL2

no vVCPFM. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.

7.4 PARTICIPACAO DO CPFMV NO CONTROLE DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTIMULO MECANICO NOCIVO (“PIN”)
EM ANIMAIS COM HIPERALGESIA NEUROPATICA

7.4.1 Avaliacao dos efeitos da estimulagao mecéanica nociva (“Pin”) na pressao

arterial média de ratos neuropéticos e a participagcdo do vVCPFM
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Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI (CClI) ou
falso operados (SHAM) e tiveram sua presséao arterial média (PAM) avaliada antes e
apos estimulagcdes mecanicas nocivas (tempos 0, 5 e 10) com pré-administracao
SAL ou CoCl2 no vCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variagoes
nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na primeira
estimulacdo nociva (tempo 0), apresentaram aumento no APAM que retornaram ao
basal logo ap6s 10 minutos (tempo 2). Uma nova variagcdo no APAM foi obtida no
segundo estimulo nocivo (tempo 5), com maior intensidade do que no tempo
anterior, retornando ao estado basal apés 5 minutos (tempo 6). Finalmente, apds a
terceira estimulacdo nociva, houve um novo aumento no APAM (tempo 10) que
retornou ao basal em cinco minutos (tempo 11) e se manteve nos cinco minutos
finais (tempo 12). Os animais do grupo SHAM VvCPFM- CoCl2 apresentaram
pequenas variagdes ndo significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3,
-2, e -1). Na primeira estimulacdo nociva (tempo 0), apresentaram aumento no
APAM que retornaram ao basal logo apds 5 minutos (tempo 1). Uma nova variacao
no APAM foi obtida no segundo estimulo nocivo (tempo 5), com uma reducgéo
significativa ap6s 5 minutos (tempo 6). Apds a terceira estimulacdo nociva, houve
um novo aumento no APAM (tempo 10) que retornou ao basal em cinco minutos
(tempo 11) e se manteve nos cinco minutos finais (tempo 12).

Os animais do grupo neuropatico CCl vCPFM-SAL apresentaram peguenas
variagées nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1).
Na primeira estimulagdo nociva (tempo 0), apresentaram grande aumento
significativo no APAM que retornaram ao basal somente apds 10 minutos (tempo 2).
Uma nova variagédo no APAM foi obtida no segundo estimulo nocivo (tempo 5), com
a mesma intensidade do que no estimulo anterior, ainda diferente significativamente
do grupo SHAM vCPFM-SAL, retornando ao estado basal apds 5 minutos (tempo 6).
Neste grupo, apds a terceira estimulacdo nociva, ndo houve aumento no APAM
(tempo 10) se mantendo nos minutos finais (tempos 11 e 12).

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM-CO apresentaram 0S mesmos
padrées de variacbes do grupo CCI vCPFM-SAL. Um aumento significativo do

APAM nos tempos 0 e 5 e o retorno aos estados basais apds a estimulacio.
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As curvas obtidas foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F 3,16
=0,745; p < 0,001) e tempo (F 17272 =16,399; p < 0,001) e demonstraram

significativa interacéo tratamento x tempo (F 51,272=2,641; p < 0,001).

Gréfico 7 - Curvas intensidade-duracdo do efeito cardiovascular na pressdo arterial média,
produzido apds aplicagdo de estimulo nocivo mecanico (“pin”) em trés momentos

diferentes.

-0- SHAM VCPFM-SAL -+ CC| vCPFM-SAL
-~ SHAM VCPFM-CO -= CCI VvCPFM-CO

9 10 11 1

Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apds
o primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliacdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam 0 momento do estimulo.
SHAM, grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-
administracdo de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. VCPFM, cértex pré
frontal medial ventral. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente
do grupo SHAM vCPFM-SAL,; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.

7.4.2 Avaliagdo dos efeitos da estimulagao mecanica nociva (“Pin”) na

frequéncia cardiaca de ratos neuropaticos e a participacdo do vCPFM
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Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI (CClI)
ou falso operados (SHAM) e tiveram sua frequéncia cardiaca (FC) avaliada antes e
apos estimulacbes mecanicas nocivas (tempos 0, 5 e 10) com pré-administracédo de
SAL ou CoCl2 no vVCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variagdes
nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na primeira
estimulacédo nociva (tempo 0), apresentaram aumento no AFC que retornaram ao
basal logo apds 5 minutos (tempo 1). Uma nova variagao muito menor no AFC foi
obtida no segundo estimulo nocivo (tempo 5), e se manteve durante 0s minutos
finais, mesmo com uma nova estimulacdo nociva (tempo 10). Os animais do grupo
SHAM vCPFM- CoCl2 apresentaram pequenas variagdes nao significativas no AFC
no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na primeira estimulacdo nociva (tempo
0), apresentaram aumento no AFC, que ndo retornaram ao basal nos minutos
seguintes (tempos 1, 2, 3 e 4). Uma nova variagédo no AFC foi obtida no segundo
estimulo nocivo (tempo 5) na mesma intensidade do estimulo anterior, com uma
reducado significativa apés 5 minutos (tempo 6) retornando a estados de variacéo
maior nos minutos finais porém nao significativo em relagdo ao grupo SHAM
VCPFM-SAL.

Os animais do grupo neuropatico CCl vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na
primeira estimulacdo nociva (tempo 0), apresentaram grande aumento significativo
na AFC que retornaram ao basal somente apos 15 minutos (tempo 3, com aumento
da variagao no tempo 4). Uma nova variagao no AFC foi obtida no segundo estimulo
nocivo (tempo 5), a mesma intensidade do que no estimulo anterior, diferente
significativamente do grupo SHAM vCPFM-SAL, retornando ao estado basal apos 5
minutos (tempo 6). Neste grupo, houve um aumento na variagdo do AFC apds o
tempo 8, que se manteve mesmo na presenca de um novo estimulo nocivo (tempo
10).

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM- CoCl2 apresentaram aumento
significativo do AFC no tempo 0, porém sem retorno aos estados basais apds a
estimulacao (tempos 1, 2, 3 e 4). Um novo estimulo (tempo 5) ndo produziu variacéo
em relacdo ao grupo ndo operado (SHAM vCPFM-SAL e SHAM vCPFM-CO). Apos
0 retorno ao basal (tempo 6) se manteve com a mesma variagao nos tempos finais,

mesmo na presencga de um novo estimulo nocivo (tempo 10).
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As curvas obtidas foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F
316 =3,089; p < 0,001) e tempo (F 17272 =26,253; p < 0,001) e demonstraram

significativa interacdo tratamento x tempo (F 51,272 =3,442; p < 0,001).

Gréfico 8- Curvas intensidade-duracdo do efeito cardiovascular na frequéncia cardiaca, produzido

apos aplicagao de estimulo nocivo mecéanico (“pin”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAM VCPFM-SAL -+ CCI vCPFM-SAL
- SHAM VCPFM-CO - CCI VvCPFM-CO
801 1 1 1
1 1 1
1 1 1
4 # :
g 60 : :
K * i
© 1
< 1
S _ 4o :
o £ i
o o
<C 8 1
g 204 i
o i
@ i
T i
< 04 Bt m— : 44444444444444444444
i
1
1
-20 :
0 10 11 12
Tempos

Nota: No eixo X se encontram os tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apés
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliagdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o momento do estimulo.
SHAM, grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-
administracdo de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. vVCPFM, cértex pré
frontal medial ventral. Seta representa 0 momento da pré-administracdo de SAL ou CO no
VCPFM. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL,; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.

7.5 PARTICIPACAO DO CPFMV NO CONTROLE DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTIMULO TERMICO NOCIVO (“HEAT”)
EM ANIMAIS COM HIPERALGESIA NEUROPATICA

7.5.1 Avaliacao dos efeitos da estimulagao térmica nociva (“Heat”) na presséo
arterial média de ratos neuropaticos e a participacao do vCPFM
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Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI (CCI)
ou falso operados (SHAM) e tiveram sua pressao arterial média (PAM) avaliada
antes e apos estimulacbes térmicas nocivas (tempos 0, 5 e 10) com preé-
administracdo SAL ou CoCl2 no vCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variagdes
nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na primeira
estimulacéo nociva (tempo 0), apresentaram aumento no APAM que retornaram ao
basal logo ap6s 10 minutos (tempo 2). Uma nova variagdo no APAM foi obtida no
segundo estimulo nocivo (tempo 5), com uma redugéo da variagdo do APAM abaixo
do estado basal vinte minutos apos (tempo 9). ApOs a terceira estimulacdo nociva
(tempo 10), houve um retorno dos valores do APAM ao basal. Os animais do grupo
SHAM vCPFM- CoCl2 apresentaram na primeira estimulagéo nociva (tempo 0) e na
segunda estimulacdo (tempo 10) um comportamento semelhante ao grupo SHAM
VCPFM-SAL, no entanto ap0s a segunda estimulagdo houve uma reducao do valor
do APAM abaixo dos valores basais no tempo 7, dez minutos antes do grupo SHAM
VCPFM-SAL, e que se manteve abaixo durante os minutos finais.

Os animais do grupo neuropético CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagées nao significativas no APAM no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1).
Na primeira estimulacdo nociva (tempo 0) apresentaram aumento significativo no
APAM que retornaram ao basal somente apdés 10 minutos (tempo 2). Uma nova
variagdo no APAM néo foi obtida no segundo estimulo nocivo (tempo 5), com
subsequente manutencao dos valores até o tempo 9. No terceiro estimulo (tempo
10), houve um novo aumento do APAM com retorno aos valores basais apds dez
minutos (tempo 12).

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM- CoClz apresentaram aumento
no APAM apéds o primeiro estimulo nocivo (tempo 0) que se manteve aumentado em
todo o periodo observado (tempos 1 a 12).

As curvas obtidas foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F
3,16 =46,806; p < 0,001) e tempo (F 17,272 =23,515; p < 0,001) e demonstraram

significativa interacéo tratamento x tempo (F 51,272=6,656; p < 0,001).
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Grafico 9- Curvas intensidade-duracdo do efeito cardiovascular na pressao arterial média, produzido

apos aplicagéo de estimulo nocivo térmico (“heat”) em trés momentos diferentes.

-~ SHAM vCPFM-SAL -+ CCI vCPFM-SAL
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Nota: No eixo X se encontram 0s tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos apés
0 primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliagdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam o momento do estimulo.
SHAM, grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-
administracdo de salina; CoClz, pré-administracdo de cloreto de cobalto. vVCPFM, cértex pré
frontal medial ventral. Seta representa 0 momento da pré-administracdo de SAL ou CO no
VCPFM. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.

7.5.2 Avaliagdao dos efeitos da estimulagdo térmica nociva (“Heat”) na

frequéncia cardiaca de ratos neuropaticos e a participacdo do vCPFM

Neste experimento dez animais foram operados pelo modelo de CCI (CCl)

ou falso operados (SHAM) e tiveram sua frequéncia cardiaca (FC) avaliada antes e

apos estimulacdes térmicas nocivas (tempos 0, 5 e 10) com pré-administracdo de
SAL ou CoClz2 no vCPFM.

Os animais do grupo SHAM vCPFM-SAL apresentaram pequenas variagdes

nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na primeira

estimulacédo nociva (tempo 0), apresentaram aumento no AFC que retornaram ao
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basal logo ap6s 5 minutos (tempo 1). Uma nova variagdo no AFC foi obtida no
segundo estimulo nocivo (tempo 5) e se manteve durante os minutos finais, mesmo
com uma nova estimulacédo nociva (tempo 10). Os animais do grupo SHAM vCPFM-
CoCl2 na primeira estimulacdo nociva (tempo 0), apresentaram aumento no AFC,
que retornou ao basal somente quinze minutos apés (tempo 3). Uma nova variacédo
no AFC foi obtida no segundo estimulo nocivo (tempo 5) na mesma intensidade do
estimulo anterior, com uma reducéo apés 5 minutos (tempo 6) porém nao retornou
ao estado basal nos minutos seguintes (tempo 8 a 12) mesmo apoOs a terceira
estimulacao (tempo 10).

Os animais do grupo neuropético CClI vCPFM-SAL apresentaram pequenas
variagdes nao significativas no AFC no periodo basal (tempos -5, -4, -3, -2, e -1). Na
primeira estimulacado nociva (tempo 0), apresentaram aumento significativo na AFC
sem o retorno ao basal nos minutos seguintes (tempo 1 a 12) mesmo com as
estimulacdes nocivas seguintes (tempo 5 e 10).

Os animais do grupo neuropatico CClI vCPFM- CoClz apresentaram aumento
significativo do AFC no tempo 0, uma redugao quinze minutos apés (tempo 3) e um
novo aumento apos a segunda estimulagcdo (tempo 5) que se manteve nos minutos
seguintes (tempo 6 a 12).

As curvas obtidas foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F
313 =1,522; p < 0,001) e tempo (F 17221 =20,682; p < 0,001) e demonstraram

significativa interacéo tratamento x tempo (F 51,221=2,979; p < 0,001).
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Grafico 10- Curvas intensidade-duracédo do efeito cardiovascular na frequéncia cardiaca, produzido

apos aplicagéo de estimulo nocivo térmico (“heat”) em trés momentos diferentes.

-0- SHAM vCPFM-SAL O+ CCI vCPFM-SAL
-~ SHAM vCPFM-CO = CCI vCPFM-CO

A Frequéncia Cardiaca

Ll Ll Ll Ll
S5 -4 3 -2 -1 1 2 7 8 9 10 11 1

Tempos

Nota: No eixo X se encontram os tempos, separados por 5 minutos, em um total de 60 minutos ap6s
o primeiro estimulo (Tempo 0). Os valores dos tempos -5, -4, -3, -2 e -1 representam a
avaliagdo basal. Os valores dos tempos 0, 5 e 10 representam 0 momento do estimulo.
SHAM, grupo de animais falso operados; CCI, grupo de animais neuropaticos; SAL, pré-
administragcdo de salina; CO, pré-administracdo de cloreto de cobalto. vVCPFM, coértex pré
frontal medial ventral. Seta representa 0 momento da pré-administracdo de SAL ou CoClz no
VCPFM. Os pontos representam média do A + E.P.M. de 5 animais. (*) diferente do grupo
SHAM vCPFM-SAL; (#) diferente de todos os grupos. (P < 0,05).

Fonte: do autor.
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8 DISCUSSAO

O vCPFM facilita as respostas autondmicas e emocionais durante situagdes
de estresse, e participa da sinalizagdo e processamento da dor, que medeia
componentes afetivos, de resposta preditiva a estimulos nocivos (LAGATTA et al.,
2015; DE NOVELLIS et al., 2011; CORDEIRO et al., 2015). Dentre estas
manifestacdes dolorosas, incluimos a dor crbnica, particularmente a dor neuropética,
que resulta de doencas que acometem o sistema nervoso periférico (SELTZER et
al., 1999).

O estimulo nociceptivo, com consequente sinalizacédo periférica e aumento de
receptores nas regides IL e PL do VCPFM, atua diretamente na atividade simpética
revelando um comportamento cardiovascular, como aumento da PAM e FC
(GIORDANO et al., 2011; FAZALBHOY et al., 2012). Embora a regulacdo da funcao
cardiovascular pela ativacdo sensorial seja evidente, clinicamente, durante
manipulacdes cirurgicas de rotina, ha poucos trabalhos que caracterizam essa
relacdo para os estimulos que sdo comumente usados para testes nociceptivos. Os
valores da FC e PAM tendem a aumentar pela estimulacdo nociceptiva e nossos
achados demonstram que esse comportamento é dependente do tipo de
estimulacéo.

O estimulo térmico in6cuo, utilizando o método de esfriamento por acetona —
“Cold”, nao foi capaz de gerar dor em animais falso-operados, dessa forma, também
€ esperado que ndo afeta a FC e a PAM. O que torna interessante o fato dos
animais falso-operados apresentarem aumento da FC e PAM quando submetidos a
esse tipo de estimulo. A explicacdo para tal fato pode estar em alguma sensacao
estranha percebida pelo animal que desencadeie nele aversdo ou medo pelo
esfriamento. Estd bem estabelecido que o resfriamento cutaneo nao doloroso local,
pode induzir vasoconstricdo global e elevacdo da PAM e FC (RIGAUD et al., 2011),
que pode ser a influéncia predominante sobre o controle vasomotor nas condi¢des
do nosso estudo. Os animais CCI apresentaram maior sensacao e
consequentemente maior resposta cardiovascular e aumento da FC e PAM, isto
devido a alodinia, presente na dor neuropatica.

Com a administragdo de CoClz, promovendo o bloqueio do vCPFM, o padrao

de resposta foi semelhante ao Brush e Von Frey com aumento sustentado da FC
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pelo periodo observado, que como explicado anteriormente, pode ter ocorrido pela
diminuicdo do controle do baroreflexo pelo vCPFM. Usando o modelo de
estimulacdo indcua pontual com o método de “Von Frey” ou dindmica com o método
de “Brush”, em animais falso operados, as amplitudes de PAM e FC foram
pequenas, consistente com a baixa intensidade desses estimulos que néo
conseguem gerar nocicepgdo e dor. Ja nos animais CCI ocorreu aumento da FC e
da PAM, visto que o método € de pressdo crescente da pata e apesar de ndo ser
utilizado com frequéncia nos testes de hiperalgesia neuropatica (VIVANCOS et al.,
2004). Um fato interessante foi que a administracdo de CoCl2 gerou uma
manutencdo nas respostas cardiovasculares durante os estimulos mecénicos
inécuos. O que pode ser sugerido € que no processo de neuropatia, o estimulo que
antes era inécuo passe a ser interpretado mais complexamente no SNC e que o
VCPFM controle o baroreflexo. Quando o cértex é bloqueado, o baroreflexo se torna
aumentado, levando a um aumento na FC e redugéo da PAM.

Assim, neste modelo hiperalgésico, os animais que sofreram constricdo do
nervo ciatico apresentaram aumento da FC e PAM, durante os estimulos “Brush” e
“YonFrey”, quando comparados aqueles falsos operados, e ao grupo salina,
demonstrado, também, pelo estudo de Rigaud e colaboradores em 2011, que
realizaram uma cirurgia de ligadura do nervo espinhal (SNL) com efeitos
nociceptivos. A avaliacdo do limiar mecéanico foi determinada pela técnica de
“YonFrey” filamentos, observando a elevagdo cardiovascular. Esta comparacao -
SHAM e CCI - demonstrou, assim, uma estimulacdo que ndo nociiva em um animal
falso-operado se torna intensa em um animal que apresenta hiperalgesia
neuropatica.

A resposta térmica nociva € a capaz de promover uma resposta
cardiovascular maior do que a estimulacdo mecanica, como observado em um
estudo de Cunha e colaboradores em 2007, que demonstrou que o disparo de
neurdnios aferentes primarios e sua transmissdo e interpretacdo, pelo Sistema
Nervoso Central (SNC), é maior em estimula¢cbes térmicas do que mecénicas
nocivas, assim como a sua despolarizacdo associadas a repeticdo de estimulos
térmicos, que ocasiona um aumento das respostas cardiovasculares (CUNHA et al.,
2007). Isso pode justificar o0 aumento sustentado da FC nos animais submetidos ao

estimulo térmico nocivo (“Heat”).
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Estudos anteriores demonstraram que o estimulo plantar de calor podem
produzir uma depressao geral do PAM e FC, mesmo nos animais controle (RIGAUD
et al., 2011). No entanto, diversos estudos demonstram que 0 aquecimento pode
provocar um efeito cadiaco e pressor sustentado (ABRAM et al., 1983; ISHIDE et al.,
2005; NAGASAKA et al., 1995). A justificativa para tal diferenca € o método de
estimulacdo. Quando permitimos a livre movimentagao dos animais, este pode retirar
a pata do local de aplicacdo e minimizar a exposicdo a estimulacdo acima do limiar
nociceptivo. Notavelmente, observamos também uma resposta cardiovascular de
depressao mediante aquecimento plantar repetido. A aplicacdo de calor ndo-nocivo
em pequenas areas de pele tem sido reconhecida como um supressor da atividade
simpatica e indutor de vasodilatacdo sistémica (RIGAUD et al., 2011), e esta
termorregulacédo poderia ser responsavel pelas influéncias cardiovasculares durante
o teste do estimulo nocivo térmico. Uma possivel explicacdo para esta resposta
depressora tardia decorre da ativagdo seletiva de fibras C nociceptivas lentamente
com o0 aguecimento progressivo da pele (VIVANCOS et al., 2004). Em contraste com
a estimulacdo de fibras A-delta, tais como a causada por estimulos mecéanicos
puntiformes ou aquecimento rapido (p. ex. teste de retirada da cauda), a estimulagéo
preferencial de fibras tipo C por aquecimento lento ativa uma resposta que inclui
depressao cardiovascular (CUNHA et al., 2007).

A interpretacdo de nossas observagBes cardiovasculares durante
estimulacdo mecanica nociva parece simples. A aplicacdo de uma agulha com o
método “Pin” aumenta a PAM e FC, similar aos relatos anteriores que utilizavam
estimulacdo mecanica nociva sustentada (RIGAUD et al.,, 2011; ABRAM et al.,
2005). A geracdo de um maior aumento da FC sugere que este comportamento €
nociceptiva, que € compativel com a observacdo recente de que este
comportamento est4 associado seletivamente com aversdao em um modelo
condicionado (WU et al., 2010). Como era esperado também, uma estimulacdo que
ja € nociva em um animal falso-operado se torna mais agressiva em um animal que
ja apresentas sensibilizagdo neuropatica. De forma diferente dos outros estimulos, o
VCPFM parece ndo influenciar os comportamentos cardiovasculares nos animais
CCl, visto que o seu bloqueio com cobalto néo alterou a FC e a PAM.

Mais uma vez, a justificativa para esse comportamento € possivel pelo ja
citado aumento dos disparos dos aferentes primarios ocasionados pelo

comportamento nocivo (CUNHA et al, 2007), com diminuicdo dos limiares
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nociceptivos perifericamente, liberacdo de mediadores quimicos que facilitam o
processo doloroso, associado ao aumento do disparo do segundo neurdnio na
medula e brotamento (TOMINAGA et al., 1998). Todo esse processo, aumenta ainda
mais a percepcao dolorosa que pode ocasionar aumento da resposta cardiovascular
sistémica, FC e PAM, em somatéria a participacéo do vCPFM.

O importante achado do presente trabalho é a influéncia do vCPFM nestas
respostas cardiovasculares evocadas pelos estimulos nocivos nos animais
neuropaticos. O bloqueio do nucleo, retirando sua influéncia sobre o sistema
cardiovascular levou a um aumento importante nas respostas de FC e PAM,
principalmente ao estimulo nocivo térmico, assim como a sua manutencao elevada
por todo o periodo observado. O CPF tem sido associado a diversos processos
emocionais, cognitivos, atencionais, entre outros (VERTES, 2006). A grande
magnitude relativa do CPF de humanos presumidamente indica que o cortex é o
substrato para fungbes cognitivas de ordem superior (FUSTER, 2008). Até o
momento, existe uma vasta literatura descrevendo o papel do vCPFM no
componente cognitivo das emocdes, utilizando principalmente modelos de
condicionamento. Entretanto, poucos autores tém abordado o papel dessa estrutura,
tanto no ambito cognitivo como no emocional, em modelos de dor. Trabalhos
anteriores mostraram a participacdo de receptores N-metil D-Aspartato (NMDA),
producdo de o6xido nitrico (NO) e ativacdo de guanilato ciclase no VCPFM na
modulacdo cardiaca em respostas bradicardicas e taquicardicas. Dessa forma, é
demonstrada a influéncia do vVCPFM na atividade barorreflexa cardiaca que pode ser
importante durante adaptacdes cardiovasculares observadas em situagbes de
ameaca, como a dor (FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

Dessa forma, este trabalho apresenta a influéncia de estimulos cutaneos
in6cuos e nocivos em animais falso-operados e neuropéticos submetidos ao modelo
de CCI. Demonstrando ainda, pela primeira vez, a influéncia do vCPFM no controle
das funcdes cardiovasculares reflexas induzidas pelos estimulos que séo capazes

de induzir comportamentos dolorosos nos animais.
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9 CONCLUSAO

O estimulo térmico in6cuo “Cold”, com a administracdo de CoClz> promovendo
o blogueio do VvCPFM, causou o0 aumento sustentado das respostas
cardiovasculares, que, pode ter ocorrido pela diminuicdo do controle do baroreflexo
pelo vVCPFM.

O estimulo in6cuo pontual “Von Frey”, com a administracdo de CoCl2 gerou
aumento da FC, sugerindo que o VCPFM controle o baroreflexo. Quando o cortex é
bloqueado, o baroreflexo se torna aumentado, levando a um aumento na FC e
reducdo da PAM.

O estimulo inécuo dinamico “Brush”, com a administracdo de CoCl2 gerou
aumento da FC, sugerindo que o VCPFM controle o baroreflexo. Quando o cortex é
bloqueado, o baroreflexo se torna aumentado, levando a um aumento na FC e
reducdo da PAM.

O estimulo mecanico nocivo "Pin", com administracdo de CoCl2 ndo gerou
alteracdes na FC e a PAM.

O estimulo térmico nocivo “Heat”, com a administracdo de CoCl2 promoveu
aumento sustentado da FC. Gerando uma resposta cardiovascular maior do que as
estimulacdes anteriores.

Os resultados sugerem que o envolvimento do VCPFM € importante nas
respostas cardiovasculares requeridas nas respostas hiperalgésicas induzidas por

estimulos nocivos e in6cuos em modelo de neuropatia por ligadura de nervo.
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