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Abstract 

As  if  the anatomical architecture of the nociceptive and pain system were not complex enough, a 

huge variety of additional neurotransmitters, neuromodulators and hormones adds on to it. This new 

dimension will be treated here. The review is structured from two complementary angles: first, the 

anatomical and neurophysiological perspective, covering key structures from peripheral nociceptors 

to  central  brain  regions  such  as  the  cortex,  basal  ganglia,  hypothalamus,  and  various  brainstem 

nuclei; and second, the molecular and biochemical perspective, outlining the array of neuroactive 

substances – including neuropeptides, classical neurotransmitters, and neuromodulators – involved 

in nociception and acute pain modulation. In selected sections, appropriate case reports are presented 

to  illustrate  specific mechanisms  or  phenomena,  and  at  the  end,  some  clinical  syndromes  are 

mentioned  to  link  basic  concepts with  clinical  relevance.  Sub‐cellular  processes  and  therapeutic 

approaches are beyond the scope of this review. 

Keywords: acute pain; nociception; neurotransmitters; neuromodulators 

 

“Into the Wild“     

  (Title of a novel by Jon Krakauer 1996) 

1. Introduction 

As if the anatomical architecture of the nociceptive and pain system were not complex enough 

(Windhorst and Dibaj 2025), a huge variety of neurotransmitters and neuromodulators add other 

dimensions. There  is  a plethora  of  neurotransmitters  and  neuromodulators  that  influences pain. 

These include substances of various chemical qualities: steroids, hormones, catecholamines, small‐

molecule neuroransmitters, and large variety of neuropeptides, which play important modulatory 

roles throughout the nervous system and function as direct effectors or as interacting partners with 

other  neuropeptide  and  neurotransmitter  systems  (Neugebauer  et  al.  2020).  Moreover,  these 

substances interact with each other. 

2. From the Angle of Structures 

The influence of neurotransmitters and neuromodulators can be discussed from two viewpoints. 

What  substances occur  in  any particular  structure,  and  in which  structures occurs  any partcular 

substance? This main section takes the first viewpoint. 

2.1. The Soup 

“Nociceptors:  the  sensors  of  the  pain  pathway“  (Dubin  and  Patapoutian  2010).  It  sounds 

deceivingly simple: Everything starts with nociceptors and leads up to pain? Indeed, nociception 

and acute pain start with the activation of nociceptors initiated by an injury to body tissue. However, 

right at this peripheral level, the complexity, too, starts with the.sensitization or other modulation, 

as best  illustrated by  an  inflammation  (Fig.  1).  Inflammation  induces  a  complex,  self‐reinforcing 

sequence of events. As to nociceptor activation and sensitization, there is a close reciprocal cross‐talk 

between the immune system, in particular mast cells, but also other cell types, with nociceptors. In 

response  to  injury, nociceptors  release various  inflammatory and vaso‐active neuropeptides  from 

their terminals (e.g., substance P, SP) that potently activate and recruit immune cells (e.g., mast cells). 

Iinfiltrated  immune cells  in  turn release plenty of mediators  that  further promote sensitization of 

nociceptors  by  producing  cytokines,  chemokines,  lipid  mediators  and  growth  factors,  thus 
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promoting  a  vicious  cycle  of mast  cell  and  nociceptor  activation,  thus  promoting  neurogenic 

inflammation and pain/pruritus (Gupta and Harvima 2018; Liu et al. 2021). This ensemle of agents 

has been dubbed `inflammatory soup´ containing a “A plethora of painful molecules” (Lewin et al. 

2004), and their interactions form a complex network. 

 

Figure 1. Simplified  scheme of nociceptor activation and  sensitization by agents  in  the  ìnflammatory  soup´. 

Upon  activation,  groups  of  nociceptive  afferents,  expressing  substance  P  (SP)  or  calcitonin  gene‐releasing 

peptide  (CGRP),  release  these  substances,  thereby  contributing  to  the  inflammatory  soup  (neurogenetic 

inflammation) by a positive feedback. SP activates mast cells, which release various agents depending on their 

location and environment. Each of the inflammatory mediators excites, or lowers the acticvation threshold, of 

nociceptor terminals. Green lines symbolize group III and IV nociceptive afferents, green circles below the sites 

where these afferents release agents like CGRP or SP. Abbreviations: ATP: adenosine‐trisphosphate; BDNF: brain‐

derived neurotrophic factor; CGRP: calcitonin gene‐releasing peptide; DRG: dorsal root ganglion; H+: proton; 5‐

HT: serotonin; HIST: histamine; IL‐1ß: interleukin 1ß;    NGF: nerve growth factor; PGE2: prostaglandin E2; SP: 

substance P (Data from papers cited in the text). 

More  specifically,  activation  of  resident mast  cells  leads  to  the  release  of  pro‐inflammatory 

chemokines, cytokines, histamine (HIST), proteases, growth factors, lipid mediators, neuropeptides, 

and reactive oxygen and reactive nitrogen species (ROS/RNS). Inflammatory agents so far identified 

also  include protons  (H+), prostaglandins, SP, bradykinin  (BK), serotonin  (5‐HT),  IL‐1　, and other 

endogenous  chemicals  (Costigan  et  al.  2009;  Luo  et  al.  2015; Nicol  and  Vasko  2007;  Pezet  and 

McMahon  2006).  Some  agents  induce  local  degenerative  processes,  sensitize  nociceptors,  recruit 

silent nociceptors, and lead to expression of new receptors and ion channels (Finnerup et al. 2021). 

Many  inflammatory  chemicals  that  excite  nociceptors  activate  intracellular  signal  transduction 

pathways and modulate sensory receptor channels and voltage‐gated ion channels. Moreover, heat 

can  render  cutaneous  group  III  (Aδ) mechanical  nociceptors  sensitive  to  heat. Pro‐inflammatory 

influences also spread from the peripheral injury site to the dorsal roots and spinal cord (Moalem 

and Tracey 2006). 
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2.2. Sensory Afferents 

2.2.1. Nociceptors 

Nociceptive  primary  afferents,  despite  their morphologically  simple  appearance,  are  quite 

complex.  A  large  assembly  of  neuromodulators  influences  nociceptor  sensitivity.  These  agents 

include corticotropin‐releasing hormone (CRH), vasopressin (AVP), oxytocin (OXT), dopamine (DA), 

noradrenaline  (NA),  5‐HT,  bradykinin  (BK),  prostaglandin  E2  (PGE2), HIST,  endocannabinoids, 

opioids, nerve growth  factor  (NGF), protons  (H+), potassium  ions  (K+),  and others. They  contain 

numerous  ligands,  e.g.,  SP,  growth  factors,  hormones  such  as  somatostatin  (STT),  and 

neurotransmitters, e.g., glutamate, adenosine, adenosine‐trisphosphate (ATP). They express dozens of 

receptors, along with voltage‐gated and ligand‐gated ion channels that contribute to the detection of 

mechanical,  chemical,  thermal  and/or microbial  stimuli,  resulting  in  action  potential  generation, 

regulation  of  discharge  patterns,  and  release  of  ligand/neurotransmitters  that mediate  complex 

interactions between nociceptors (Bourinet et al. 2014; Carlton 2014; Devesa and Ferrer‐Montiel 2014; 

Dubin and Patapoutian 2010; Levine et al. 1993; Sexton et al. 2014; Woolf and Ma 2007). In the rat, 

various neuropeptides may be co‐expressed in the dorsal root ganglion (DRG) in varying proportions. For example, 

GAL‐immuno‐reactive (GAL‐IR) cells are present in the lumbar DRG, and may contain CGRP‐, SP‐ and STT‐

immuno‐reactivity (Yoon et al. 2003). 

Peripheral Sensitization 

Nociceptors can be directly or indirectly sensitized, meaning that repeated noxious stimulation 

or  tissue  damage  elicits  prolonged  increases  in  nociceptor  afferent  excitability,  increases  in 

spontaneous  activity,  decreased  threshold  for  activation,  increased  and  proloned  discharge  in 

response to a supra‐threhold stimulus. This sensitization contributes to hyperalgesia. Endogenous 

peptides released at the site of injury or inflammation can sensitize nociceptors directly, including 

interleukin‐1  (IL‐1)  or  NGF;  non‐peptide  substances  include  PGE2,  prostaglandin  I2  (PGI2), 

leukotriene B4 (LTB4), adenosine, and 5‐HT (Levine et al. 1993). 

Substance P (SP) 

SP  is  associated  with  multiple  processes:  hematopoiesis,  wound  healing,  micro‐vasculature 

permeability, leukocyte trafficking, cell survival and neurogenic inflammation, but possibly also with 

tumorigenesis and metastasis. Its receptor neurokinin‐1 receptor (NK1R) is found in the nervous system 

and in peripheral tissues and is involved in cellular responses such as pain transmission, endocrine and 

paracrine secretion, vasodilation, and modulation of cell proliferation (Garcia‐Recio and Gascón 2015). 

SP plays a crucial role in pain modulation. Elevated SP concentrations are linked to heightened pain 

sensitivity (Humes et al. 2024). SP can modulate a variety of  ion channels resulting  in an  increase or 

decrease of neuronal excitability. SP can enhance the N‐methyl‐D‐aspartate (NMDA) channel function 

leading to greater pain sensitivity. Conversely, during inflammatory processes, inflammatory cells and 

peripheral nerve  terminals release SP, which,  in  turn, modulates a variety of  ion channels rendering 

sensitization of sensory neurons in an autocrine or paracrine manner. In the peripheral nervous system 

(PNS), SP mainly exists in the small sensory nociceptors. Release of SP can act on NK1R via differential 

intracellular mechanisms  to potentiate  the  channel activities of vanilloid  transient  receptor potential 

channel vanilloid 1 (TRPV1), Nav1.8, and l‐ and N‐type Ca
2+
 channels in a subset of small‐diameter DRG 

neurons, thereby resulting in hyperalgesia. SP could also decease the activity of low‐threshold K+ channel 

(kv4)  in  capsaicin‐sensitive  DRG  neurons  and  thus  sensitize  the  nociceptors  (Chang  et  al.  2019). 

Tachykinins, co‐localized with CGRP in sensory afferents, are involved in viscero‐sensitive responses. 

The role of tachykinins and CGRP was investigated in both nociceptive and viscero‐motor responses to 

inflammation. In inflammation, neurokinin receptors (NK1R and NK2R) mediate the gastric emptying 

inhibition and visceral pain, respectively. These responses involve a release of CGRP (Julia and Buéno 

1997; Levine et al. 1993). 

Somatostatin (STT) 
STT [somatotropin release‐inhibiting factor (SRIF)] is widely distributed in the body and exerts a 

variety of hormonal and neural actions. SRIF is important in nociceptive processing because it is localized 
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in  a  subset  of  small‐diameter DRG  cells,  activation  of  SRIF  receptors  results  in  inhibition  of  both 

nociceptive behaviors in animals and acute and chronic pain in humans, SRIF inhibits dorsal horn (DH) 

neuronal activity, and SRIF reduces responses of joint mechano‐receptors to noxious rotation of the knee 

joint. Cutaneous nociceptors are under the tonic inhibitory control of SRIF. In a dose‐dependent manner, 

intra‐plantar injection of the SRIF receptor antagonist cyclo‐somatostatin (c‐SOM) resulted in nociceptive 

behaviors in normal animals and enhancement of nociceptive behaviors in formalin‐injected animals. 

Intra‐plantar  injection  of  SRIF  antiserum  resulted  in  nociceptive  behaviors.  Electrophysiological 

recordings using an in‐vitro glabrous skin‐nerve preparation showed increased nociceptor activity in 

response  to  c‐SOM. Parallel behavioral and electrophysiological  studies using  the opioid antagonist 

naloxone showed that endogenous opioids do not maintain a tonic inhibitory control over peripheral 

nociceptors,  nor  does  opioid  receptor  antagonism  influence  peripheral  SRIF  effects  on  nociceptors. 

Hence, SRIF  receptors maintain a  tonic  inhibitory control over peripheral nociceptors, and  this may 

contribute to mechanisms that control the excitability of these terminals (Carlton et al. 2001). 
Histamine (HIST) 

HIST can modulate nociceptor sesnsitivity by several mechanisms. In the skin, H3Rs occur on 

certain  group  II  (Aβ)  fibers,  and  on  keratinocytes  and Merkel  cells,  as well  as  on deep dermal, 

peptidergic group III (Aδ) fibers terminating on deep dermal blood vessels. Activation of H3Rs on 

the  latter  in  the skin, heart,  lung, and dura mater  reduces SP and CGRP  release,  leading  to anti‐

inflammatory  (but  not  anti‐nociceptive)  actions.  By  contrast,  activation  of  H3Rs  on  the  spinal 

terminals of these sensory fibers reduces nociceptive responses to low‐intensity mechanical stimuli 

and inflammatory stimuli such as formalin (Hough and Rice 2011). 

Endocannabinoids (eCBs) 

It has been argued that cannabinoid modulation of pain occurs through inhibition at the level of 

the  DRG,  thus  inhibiting  ascending  nociceptive  signals.  Another  hypothesis  propounds  that 

modulation occurs  through activity at  the  level of  the brainstem,  inhibiting pain  signals  through 

descending  suppression  of  nociceptive  signals.  However,  these  effects  need  not  be  exclusive. 

Cannabinoid  receptor1  (CB1R) modulates  nociceptive  processing  at  the  level  of  the  peripheral 

nervous  system,  specifically  in  nociceptors  in  the  DRG.  CB1Rs  are  typically  expressed  on  the 

terminals of sensory afferent fibers and are found on a large majority of nociceptive neurons in the 

DRG. These neurons send CB1R out to the peripheral nerve terminals in response to noxious stimuli, 

further suggesting a mediating role of endogenous cannabinoids and their receptors on nociception. 

Intra‐thecal‐ injection of anandamide, an endogenous cannabinoid ligand, inhibited group III (Aδ) 

and group IV (C) fiber neuronal responses to inflammatory pain. Anandamide blocked acute pain 

(Milligan et al. 2019). 

Endogenous Opioids 

Opioid binding sites are sythesized  in  the DRG and  then  transported  into  the periphery and 

central  terminals  of  sensory neurons. Local  injection  of  opioids  into  inflamed  tissue  reduces  the 

activity of primary afferents, antagonized by naloxone. μ‐Receptors appear to exert the most potent 

analgesia (Levine et al. 1993). 

Nerve Growth Factor (NGF) 

NGF  receptor  activation  and  downstream  signaling  alter  nociception  through  direct 

sensitization of nociceptors at  the  site of  injury and  changes  in gene expression  in  the DGR  that 

collectively  increase nociceptive  signaling  from  the periphery  to  the CNS. NGF  is  active  in both 

peripheral  and  central  sensitization  and  has  complex multi‐functional  roles  in  the modulation  of 

nociceptive  processing  through  effects  on  the  release  of  inflammatory mediators,  nociceptive  ion 

channel/receptor activity, nociceptive gene expression, and local neuronal sprouting effects (Barker et 

al. 2020; Finnerup et al. 2021; Mizumura and Murase 2015; Nicol and Vasko 2007; Pezet and McMahon 

2006), and regulates the expression of brain‐derived neurotrophic factor (BDNF). 

During inflammation, injury or certain diseases, inflammatory, immune and Schwann cells release 

NGF that binds to tropomyosin‐related receptor kinase A (TrkA), which in turn directly and rapidly 

activates and/or sensitizes nociceptors. NGF and its receptor TrkA are retrogradely transported to the 
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DRG, resulting in increased synthesis of neuropeptides (e.g.: SP, BDNF), receptors, ion channels, and 

anterograde transport of certain neurotransmitters, receptors and  ion channels from the DRG to the 

periphery tissue and spinal cord. During inflammatory injury, NGF is released from mast cells, but also 

from  other  recruited  cells. Binding  of NGF  to TrkA  on mast  cells  causes  release  of  inflammatory 

mediators, such as HIST, 5‐HT, and protons  (H+) as well as NGF. Binding of NGF  to TrkA on  the 

peptidergic fiber terminal activates intracellular signaling pathways, which results in either increased 

expression or modulation at the membrane surface of a number of receptors,  including, bradykinin 

receptors (B
2
R), ion channels, including TRPV1, acid‐sensing ion channels (ASIC) 2/3, voltage‐gated Na+ 

(Na
v
)  or Ca2+  (Ca

v
)  ion  channels,  delayed  rectifier K+  currents  and  putative mechano‐transducers 

(Mantyh et al. 2011). 

Brain‐derived Neurotrophic Factor (BDNF) 

BDNF is synthesized by and released from central terminals of nociceptive afferents and increases 

the excitability of DH neurons.  It  is markedly up‐regulated  in  inflammatory conditions  in an NGF‐

dependent fashion, and may play a role as a sensitizing modulator in inflammatory pain states by acting 

on postsynaptic tropomyosin‐related receptor kinase B (TrkB) receptors (Merighi et al. 2008; Pezet and 

McMahon  2006).  Application  of  BDNF  to  the  adult  rat  isolated  DH  with  dorsal  root  attached 

preparation inhibited the electrically evoked release of SP from sensory neurons. This effect was dose‐

dependent and reversed by the tyrosine kinase inhibitor, K‐252a. BDNF‐induced inhibition of SP release 

was blocked by the γ‐amino‐butyric acid B (GABAB) receptor (GABABR) antagonist CGP 55485 but not 

by naloxone. Acute application of BDNF significantly increased K+‐stimulated release of GABA in the 

DH isolated in vitro and this effect was blocked by K‐252a. Intra‐thecal injection of BDNF into the rat 

lumbar  spinal  cord  induced  a  short‐lasting  increase  in  hindpaw  threshold  to  noxious  thermal 

stimulation  that was  blocked  by  CGP  55485.  This  suggests  that  exogenous  BDNF  can  indirectly 

modulate primary sensory neuron synaptic efficacy via facilitation of the release of GABA from DH 

interneurons  (Pezet et al. 2002). BDNF acts specifically as a central modulator, via binding  to post‐

synaptic TrkB receptors, whereupon the BDNF‐TrkB complex switches on intracellular protein kinases 

leading  to phosphorylation  of NMDARs  and  facilitated  opening. This  increases  the probability  of 

central sensitization and facilitated transmission through the DH synapse and via third‐order neurons 

to the sensory cortex in the brain (Mantyh et al. 2011). 

Acetylcholine (ACh) 

In the rat DRG, there is a high level of expression of M2 mRNA, and much lower levels of M3 and 

M4 mRNA were also detected. All three of these sub‐types are preferentially localized in medium‐ and 

small‐sized DRG neurons. These findings suggest the possible involvement of the M2, M3, and M4 sub‐

types in the modulation of nociceptive transduction (Pan et al. 2007). 

2.2.2. Proprioceptors 

Acidosis in inflamed tissues is a major risk factor in the development of chronic musculo‐skeletal 

pain. Not surprisingly, nociceptors express pro‐nociceptive proton (H+)‐sensing  ion channels ASICs, 

transient receptor potential (TRP) channels, and two‐pore K+ (K2P) channels), which are involved in 

pain associated with tissue acidosis. Strangely, ASICs are also expressed  in non‐nociceptors such as 

proprioceptors.  Although  non‐nociceptive  cutaneous  afferents  could  contribute  to  pain 

hypersensitivity in chronic pain states, whether non‐nociceptive muscle afferents are also involved in 

pain hypersensitivity of deep tissues is unclear (Lee and Chen 2023). In mice, genetic deletion of ASIC3 

in  proprioceptors,  but  not  in  nociceptors,  abolished  acid‐induced  chronic  hyperalgesia.  Chemo‐

optogenetically activating proprioceptors resulted in hyperalgesic priming that favored chronic pain 

induced by acidosis. In humans, intra‐muscular acidification induced acid perception but not pain (Lee 

et al. 2025). Functional  interactions between nociceptors and proprioceptors also occur  in the spinal 

cord (below). Equivalent data as for muscle spindle afferents don´t appear to exist for Golgi tendon 

organ (GTO) afferents. 
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2.3. Spinal Presynapic Inhibition (PSI) 

“In search of lost presynaptic inhibition” 

Pablo Rudomin (2009) 

Before even reaching DH neurons, the effects of sensory afferents are modulated by PSI, which 

acts by decreasing synaptic transmission from presynaptic terminals of sensory afferents to spinal 

neurons (Comitato and Bardoni 2021; Guo and HU 2014; Hochman et al. 2010; Lu et al. 2018; Quevedo 

2009; Rudomin 2009; Rudomin and Schmidt 1999; Zimmerman et al. 2019; Fig. 2). Stimulation of primary 

sensory afferents generates depolarization of sensory nerve terminals (primary afferent depolarization: 

PAD), which is electrotonically conducted into the dorsal root and can here be measured as dorsal‐root 

potential (Hochman et al 2010; Quevedo 2009). 

Inputs/Outputs 

DH  inhibitory  interneurons are activated by primary sensory nerve  fibers and by  fiber  tracts 

descending  from supraspinal areas. Group  II  (Aβ), group  III  (Aδ) and group  IV (C) fibers contact 

dendrites  of  DH  inhibitory  neurons.  Glycinergic  or mixed  GABAergic/glycinergic  neurons  are 

preferentially  targeted  by  thickly  myelinated  low‐threshold  fibers,  whereas  purely  GABAergic 

neurons are preferentially contacted by thinly myelinated and un‐myelinated fibers. This differential 

innervation  is also reflected  in  the somewhat different distribution of GABAergic and glycinergic 

cells with glycinergic neurons being concentrated more  in  the deeper DH  layers. GABAergic and 

glycinergic  inhibitory  postsynaptic  currents  (IPSCs)  could  be  evoked  by  innocuous mechanical 

stimulation,  and  the  majority  of  GABAergic  superficial  DH  neurons  received  mono‐  and 

polysynaptic excitatory  input  from group  IV and group  III afferent nerve  fibers. The presence of 

group IV fiber input in GABAergic neurons does not necessarily imply that these neurons are excited 

by  noxious  stimuli.  Rather,  the  group  IV  fibers  that  excite  islet  cells  are  different  from  typical 

nociceptive group IV fibers. These cells might correspond to a particular sub‐class of group IV fibers 

with a  low activation  threshold, which suggest  that  these fibers convey pleasant touch sensations 

(Zeilhofer et al. 2012). 

Some  gross  functional  input‐output  patterns  in  the  cat  hindlimb  are  as  follows.  Group  Ia 

afferents  from primary muscle spindle endings of both  flexor and extensor muscles are  inhibited 

presynaptically by group Ia and group Ib afferents from Golgi tendon organs (GTOs) in flexor nerves, 

while group Ib afferents are inhibited only by group Ib inputs from both flexor and extensor muscles 

and from joint and large cutaneous afferents but may also be inhibited by these cutaneous afferents. 

PAD of group II afferents is elicited by activation of group II, cutaneous, joint and pudendal afferents. 

PAD of low‐threshold cutaneous afferents is evoked by activation of low‐threshold cutaneous, group 

Ib, group II afferents and high‐threshold muscle afferents. High‐threshold cutaneous (groups III/IV) 

afferents are depolarized by noxious stimulation (Quevedo 2009: Rudomin and Schmidt 1999). 

The PSI from and to group III/IV afferents  is still not fully explored. First, there could be PSI 

elicited by MS afferents onto nociceptive afferents. In the cat, a group of superficial DH neurons that 

responded to noxious pinch of the gastrocnemius muscles (GSs) responded to bradykinin injections 

into GS with three types of responses: excitatory, inhibitory and mixed. The majority of the neurons 

with  excitatory  and mixed  responses  to  bradykinin were  also  influenced  by  stretches  of  the GS 

applied directly after the bradykinin injection. In these neurons, the GS stretch usually counteracted 

the bradykinin‐induced response, i.e. shortening and reducing bradykinin‐induced excitation and re‐

exciting  the  cells  after  bradykinin‐induced  inhibition.  At  least  the  inhibitory  effect  could 

hypothetically have been effected by PSI  from muscle  stretch  receptors onto nociceptive afferent 

terminals (Fig. 2, lower left; Björklund et al. 2004). Conversely, afferent group III/IV input, probably 

excited by GS muscle‐fatigue, enhanced PSI elicited  from antagonist muscle nerves  (Kalezic et al. 

2004).  In addition  to  the classic PSI  in which  low‐threshold cutaneous afferents evoke a GABA
A
‐

receptor‐dependent form of PSI that inhibits similar afferent sub‐types, another mechanism involves 

small‐diameter  afferents, which  predominantly  evoke  an NMDAR‐dependent  form  of  PSI  that 

inhibits large‐diameter fibers. Behaviorally, loss of either GABA
A
 receptors (GABA

A
Rs) or NMDARs 
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in primary afferents leads to tactile hypersensitivity across skin types, and loss of GABA
A
Rs, but not 

NMDARs, leads to impaired texture discrimination (Zimmerman et al. 2019). In rodents, non‐GABA 

interneurons have been described that could be involved in pre‐ and postsynaptic inhibition of small‐

diameter nociceptive  afferents. This population of deep  layer DH  (dDH)  inhibitory  interneurons 

express the receptor tyrosine kinase Ret neonatally. The early RET+ dDH neurons receive excitatory 

as well as polysynaptic inhibitory inputs from touch‐ and/or pain‐sensing afferents. Conversely, they 

negatively  regulate DH pain and  touch pathways  through both pre‐ and postsynaptic  inhibition. 

Specific ablation of early RET+ dDH neurons increases basal and chronic pain, whereas their acute 

activation reduces basal pain perception and relieves inflammatory and neuropathic pain (Cui et al. 

2016). 

PSI is also subject to influences from spinally descending pathways, which modulate its strength 

and probably distribution  in a  task‐ and context‐dependent way. The synaptic efficacy of spindle 

group Ia and II, GTO group Ib and cutaneous afferents is differentially altered by signals descending 

in cortico‐spinal, rubro‐spinal,　reticulo‐spinal and vestibulo‐spinal tracts, as well as by raphé‐spinal 

5‐HT  and  LC‐spinal NA  systems  (Quevedo  2009;  Rudomin  2009;  Rudomin  and  Schmidt  1999). 

Moreover, supraspinal sites send Adr, NA and 5‐HT fibers to the DH (Fig. 4). Both NA and 5‐HT 

have specific effects on defined DH neuron populations. In addition to inhibiting excitatory neurons 

and terminals, NA and 5‐HT fibers excite GABAergic and glycinergic interneurons. In addition to 5‐

HT and NA fibers, a great number of descending GABAergic and glycinergic fibers  innervate the 

DH. A direct inhibitory innervation (i.e. via monosynaptic connections) of DH neurons from the RVM 

has been demonstrated using in vivo patch‐clamp recordings and was confirmed by morphological 

evidence. The glycinergic innervation is also evident in reporter mice expressing EGFP in glycinergic 

neurons.  In  the  spinal  cord,  descending  GABAergic  and  glycinergic  projections  mainly  target 

presumed excitatory neurons (Zeilhofer et al. 2012). 

GABA or not GABA? 

Based on dorsal root potential (DRP) latency measurements, it had originally been thought that 

PAD of low‐threshold sensory afferents would be mediated by minimally tri‐snaptic pathways with 

pharmacologically  identified GABAergic  interneurons  forming  last‐order axo‐axonic  synapses onto 

afferent  terminals.  However,  it  has  been  argued  that  there  is  still  no  decisive  evidence  of  this 

organization. This would leave open the possibility of the existence of PAD generated by more direct 

pathways with a more complex pharmacology than exclusively GABA and GABAARs. 

The Case for GABA 

Morphological, physiological  and pharmacological data  argue  for  a participation of GABA  in 

PAD. PSI is exerted either in form of rather simple axo‐axonic synapses mainly in the case of group II 

(Aβ) fiber terminals, or in form of complex synaptic arrangements called synaptic gluomeruli. These 

glomeruli are located in the superficial DH and comprise interneuron axon terminals and postsynaptic 

dendrites  that  surround  the  central primary afferent  fiber  terminal. The vast majority of glomeruli 

contain peripheral axons that originate from GABAergic interneurons while the dendrites postsynaptic 

to the central axon belong to glutamatergic excitatory neurons (Zeilhofer et al. 2012). 

GABAA Receptors as Presynaptic Modulators 

Activation of GABAAR on primary sensory neurons induces PAD rather than hyperpolarization. 

Under certain conditions, glutamate and K+ also contribute to PAD but the GABAergic (bicuculline‐

sensitive) component usually dominates. PAD inhibits rather than facilitates transmitter release from 

the primary afferent terminal. Different explanations have been proposed for this phenomenon. PAD 

may lead to the inactivation of voltage‐gated Ca2+ channels on primary afferent terminals and may 

thus reduce presynaptic Ca2+ influx and transmitter release. Alternatively, it may interfere with action 

potential propagation into the terminal through either voltage‐dependent inactivation of Na+ channels 

or through activation of a shunting conductance (Zeilhofer et al. 2012). 

Presynaptic Inhibition (PSI) of Nociceptive Afferents 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  10  of  113 

 

In  the  case  of  most  primary  nociceptor  terminals,  especially  for  peptidergic  nociceptors, 

morphological evidence for a relevant GABAergic innervation is much weaker. Whether or not PSI by 

GABAergic  interneurons  is  relevant  for  nociceptive  transmission  is  controversial.  Physiological 

experiments have demonstrated  the presence of dorsal  root  reflexes  in  capsaicin‐sensitive primary 

afferent axons and the blockade by intra‐thecal bicuculline of peripheral flare responses, which depend 

on the release of CGRP from the peripheral terminals of peptidergic nociceptors (Zeilhofer et al. 2012). 

A classic role in PSI has played GABA in regulating nociceptive signal strength and separating 

nociception from touch signals. Intra‐thecal application of bicuculline and strychnine (antagonists of 

GABA
A
 and glycine receptors, respectively) increased responses to noxious stimuli. Presynaptic GABA 

receptors located on sensory afferent terminals are involved in gating both tactile and noxious stimuli 

in the DH. GABA receptors of the A and B type are expressed on both nociceptive and non‐nociceptive 

sensory  afferents, where  axo‐axonic  synapses  exist. GABA
A
Rs  are  ligand‐gated  ion  channels, most 

commonly formed by 2α, 2β, and 1γ sub‐units. Group IV fibers express the α2, α3, and α5 sub‐units, 

while α1, α2, α3, and α5 are present on myelinated A fiber terminals. The sub‐unit β3 is the dominant 

β sub‐unit expressed in DRG neurons of both A and C type (Comitato and Bardoni 2021). 

In addition to GABA
A
, activation of GABA

B
 receptors (GABA

B
Rs), expressed on nociceptive and 

non‐nociceptive  primary  afferent  terminals,  also  contributes  to  presynaptic  inhibition,  exerting 

analgesic and anti‐hyperalgesic effects. The GABA
B1
 isoforms 1a and 1b, together with the sub‐unit 

GABA
B2
, occur  in small and  large DRG neurons and  in  the spinal cord, both on primary afferent 

terminals and on DH neurons. Endogenous or exogenous activation of GABA
B
Rs in superficial DH 

causes both pre‐ and postsynaptic effects. In rats, activation of presynaptic GABA
B
Rs inhibited pinch‐ 

and  touch‐evoked  synaptic  responses  in  vivo  and decreased glutamate  and peptide  release  from 

group  III‐IV primary afferents and DH neurons. The  inhibitory effect of GABA
B
Rs on  transmitter 

release  is  due  to  the  concurrent  inhibition  of  presynaptic  Ca2+  channels  and  release machinery 

downstream of Ca2+ entry into the nerve terminals. The block of GABA
B
Rs increased the first excitatory 

postsynaptic current (EPSC) in a train of four stimuli, recorded from lamina III–IV neurons. This suggests 

that, differently  from GABAARs, which  require  the  release  of GABA  through  synaptic  activation, 

GABA
B
Rs are tonically activated, confirming the finding of a previous study performed in lamina II 

(Comitato and Bardoni 2021). 

When occurring in nociceptor terminals, PAD and PSI should reduce pain. In fact, part of the anti‐

hyperalgesic  action  of  intra‐thecally  injected  diazepam  occurs  through  an  enhancement  of  as 

demonstrated in experiments using the sns‐α2‐deficient mice. However, in nociceptors, PAD cannot 

only cause PSI, but may under certain conditions also give rise to so‐called dorsal root reflexes. These 

are action potentials elicited in primary sensory fiber terminals by stimulation of a second afferent fiber 

via an interconnected GABAergic interneuron. They occur when PAD reaches the threshold of action 

potentials. These action potentials may then propagate both in an orthodromic (central) and antidromic 

(centrifugal) direction. The centrally propagating action potential is thought to reinforce pain sensation, 

while  the peripheral  action potential,  in  case of peptidergic nociceptors,  contributes  to neurogenic 

inflammation, vasodilatation and plasma extravasation through the release of CGRP and SP (Zeilhofer 

et al. 2012). 

The Case for Alternatives 

However,  the  circumstances  are  a  bit more  complicated  than  instigated  by  the  tri‐synaptic 

GABAergic circuit. (i) Primary sensory afferents may co‐release substances acting on receptors with 

GABAA pharmacology.    (ii) Apart from GABAARs, primary sensory afferents contain more receptors 

that can contzribute to terminal depolarization. Activation of high‐threshold afferents evokes DRP, by 

substances  including AMPA/kainate  and NMDA  receptors. Activation  of  presynaptic  α‐amino‐3‐

hydroxy‐5‐methyl‐4‐isoxazole‐propionic  acid  (AMPA)  receptors  (AMPARs)  depresses  exitatory 

transmission in DH neurons. Capsaicin depresses excitatory transmission elicited by group IV afferents.   

(iIi) PSI may be not  related  to PAD. Activation of GABAB  receptors  inhibits Ca2+ channels without 
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presynaptic depolarization and produces a  longer‐lasing  component of  inhibition of monosynaptic 

EPSPs.   Activation of adenosine and cannabinoid receptors inhibits transmiitter release by inhibiting 

Ca2+ channels. (iv) GABA receptors on presynaptic sensory terminals contain bicuculline/picrotoxin‐

sensitive  glycine,  nicotinic ACh  receptor  (nAChR)  or  5‐HT  receptor  sub‐units.  (v) DH  lamina  III, 

projection area of group II and III cutaneous afferents, contains cholinergic (ACh)  interneurons that 

receive  inputs  from myelinated and un‐myelinated cutaneous afferents, which  thus could  feedback 

onto the same afferents. (vi) Many sensory afferents co‐release ACh, taurine or ß‐alanine that might 

activate GABAARs (Hochmann et al. 2010; Quevedo 2009). 

In  the  absence  of  a  direct  innervation  by  axo‐axonic  synapses  of  the  majority  of  primary 

nociceptors, GABA could still act as a volume transmitter. In this case, GABAARs along the intraspinal 

segment of the primary afferent axon could be activated by ambient GABA to cause voltage‐dependent 

inactivation of Na+ channels or activation of a shunting conductance. Both would prevent the invasion 

of the presynaptic terminal by axonal action potentials. Direct experimental proof for either of these 

possibilities  is  lacking,  in part due  to  the  intrinsic difficulties associated with recording  from spinal 

primary afferent axon terminals (Zeilhofer et al. 2012). 

Comments 

Although  the  network  scheme  depicted  in  Fig.  2  is  immensely  complex,  it  is  incomplete. 

Currently, much work is being done to complete it. This work is mostly performed in rodents and 

continuously adds new details, in terms of circuit motifs and neuromodulators. 

In  the  context of  the  role of PSI  in pain,  the  emhpasis has been on  the  interaction between 

cutaneous non‐nociceptive group II afferents and nociceptive group III and IV afferents (e.g., Comitato 

and Bardoni 2021; Guo and Hu 2014; Hochman et al. 2010; Lu et al. 2018; Zimmerman et al. 2019). 

The network scheme in Fig. 2 is a step forward by integrating effects of group Ia and Ib afferents 

from muscle spindles (MSs) and Golgi tendon organs (GTOs), respectively. The immediate problem 

arising is that group II afferents must be split into a sub‐group arising from the skin and a sub‐group 

originating  in skeletal muscles, the  latter group containing a sub‐sub‐group from muscle spindles 

and  the  rest.  To  our  knowledge,  not  all  the  new  possibilities  of  interaction with  PSI  have  been 

explored. This would indeed be worthwhile studying because cutaneous pain is not separated from 

muscle pain nor from movement. 

The most  serious  challenge  is  of  course  to understand  the  operation  of  this network under 

natural conditions. Quite a few attempts have been made in humans (e.g., Nielsen 2016) and animals 

(e.g., Côté et al. 2018) to monitor PSI opeation during rest, stance, (fictive) locomotion and voluntary 

movements (Dibaj and Windhorst 2024a; Windhorst 2007, 2021; Windhorst and Dibaj 2023). The power 

of PSI changes in these different conditions, the addional influence of pain remaining under‐studied, 

although pain does of course have an effect on movement. An example is that, in the (resting) cat, 

afferent group III/IV input, probably excited by gastrocnemius muscle‐fatigue, enhanced PSI elicited 

from antagonist muscle nerves (Kalezic et al. 2004). Finally, however, it will be impossible to interpret 

the role of the network in Fig. 2 in the context of natural behaviors. 

2.4. Spinal Cord 

The intensely investigated spinal DH networks exhibit a picture of mind‐boggling complexity (Fig. 

2). DH neurons receive sensory information from multi‐modal primary afferents that innervate the skin 

and deeper tissues of the body and that respond to specific types of noxious and non‐noxious stimuli. 

Small‐diameter afferents contact a large variety of excitatory and inhibitory interneurons that provide 

for complex signal processing at spinal levels, and also connect with a minority of projection neurons 

that send axons rostrally. Moreover, descending fiber systems impinge on spinal neurons (Dibaj et al. 

2024; Nadrigny et al. 2017). 

As  can  be  expected  from  a  structure  intimately  involved  in  the  modulation  of  nociceptive 

transmission, the spinal DH contains a plethora of neurotransmitters/neuromodulator, conveyed by the 

input fibers or    expressed by the intrinsic spinal neurons themselves: CCK, CRH, STT, CGRP, GAL, 

[tachykinins:  SP,      neurokinin‐A  (NK‐A),  neurokinin‐B  (NK‐B)],  NT,  neuropeptide  Y  (NPY), 
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thyrotropin‐releasing hormone (TRH); vasoactive intestinal polypeptide (VIP), catecholamines (DA, NA, 

adrenaline),  5‐HT,  opioids  (ENKs,  ß‐endorphin,  Dyn),  [neurotrophins: NGF,  BDNF,  glial‐derived 

neurotrophic factor (GDNF)]; ACh, excitatory (glutamate) or inhibitory (GABA, glycine) amino acids; 

purines; nitric oxide (NO); TRP channels; capsaicin; and nociceptin, and others (Blumenkopf 1988; Fürst 

1999; Merighi 2018, 2024; Merighi et al. 2008; Todd and Spike 1993; West et al. 2015; Zeilhofer et al. 

2021). A limited collection of these modulators in shown in the simplified scheme of Fig. 2. 

Wide‐dynamic‐range (WDR) Neurons 

WDRs have been investigated in view of their inputs from cutaneous mechano‐receptors and 

nociceptors. It should be noted that some cutaneous mechano‐receptors respond to skin stretch, thus 

allowíng  their  afferents  to  react  to  joint position  and/or movements  (Edin  and Abbs  1991). This 

establishes a link between motor and nociceptive systems. 

Anti‐nociception by Corticosteroids 

Corticosteroids  have  been  used  as  a  supplementary  treatment  in  acute  inflammatory  pain 

conditions, but there appears to be a more direct role that steroids play in the generation and clinical 

management  of  chronic  pain.  The  end‐product  of  the  hypothalamic‐pituitary‐adrenal  (HPA)  axis, 

cortisone, modulates nociceptive transmission at spinal level. In laminae and II, noxious stimulation 

releases SP and CGRP, and with their expression co‐exists a high density of glucocorticoid receptors 

(GRs). Termination of  treatment with cortisone after  four weeks  leads  to  loss of an anti‐nociceptive 

effect (McEwen and Kalia 2010).    SVC: small vertical cell; WDR: wide‐dynamic range neuron (Data from 

Merighi 2018; Todd and Spike 1993; West et al. 2015; Zeilhofer et al. 2021). 
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Figure 2. Simplified scheme of presynaptic inhibition (PSI; left) and subsequent nociceptive networks (right) in 

the spinal dorsal horn (DH). Green ellipses and lines symbolize excitatory glutamatergic neurons, with varying 

co‐transmitters.  Red  ellipses  and  lines  symbolize  inhibitory  neurons,  expressing  varying  co‐

transmitters. Connections symbolized by lines are not necessarity monosynaptic. The PSI connection from the 

inhibitory neuron  fed by group  Ia afferents  (lower  left)  to group  III afferents  is hypothetical as marked by a 

question  mark  (based  on  data  from  Björklund  et  al.  2004).  Central  cells  (CCs)  can  be  either  excitatory 

(glutamatergic, fast‐spiking) or inhibitory (GABAergic, tonically firing; not shown; Zeilhofer et al. 2012). Many 

neuromodulators are carried into the spinal cord by external inputs, afferent and descending. Nociceptive inputs 

enter the DH via myelinated group III (Aδ) and un‐myelinated group IV (C) afferents. Mechano‐sensitive inputs 

are  conveyed  in part by group  III  (Aδ) and by group  II  (Aß) afferents  from  cutaneous and muscle  sources. 

Polysynaptic  interactions  between  these  modalities  exist,  but  are  normally  supposed  to  be  silenced  by 

glycinergic and GABAergic inhibitory interneurons and only unmasked during pathological, e.g., inflammatory 

and  neuropathic  pain,  conditions  (Zeilhofer  et  al.  2021). Abbreviations:  BDNF:  brain‐derived  neurotrophic 

factor; CC:  central  cell;  CCK:  cholecystokinin;  CGRP:  calcitonin  gene‐related  peptide;  CR:  calretinin;  DA: 

dopamine; Dyn: dynorphin; ENK: enkephalin; GABA: γ‐amino‐butyric acid; GAL: galanin; Glu: glutamate; Gly: 

glycine; GTO: Golgi tendon organ; 5‐HT: serotonin; IC: islet cell; IIm VC: IIm vertical cell; LVC: large vertical cell 

(stalked  cell); MS: muscle  spindle; NA:  noradrenaline; NGF:  nerve  growth  factor; NK1: neurokinin  1; ORX: 

orexin; OXT: oxytocin; PKCγ: protein kinase C gamma; PN: projection neuron; PV: parvalbumin; SP: substance 

P; STT: somatostatin; SVC: small vertical cell; WDR: wide dynamic range neuron (may contain ENK: Ribeiro‐da‐

Silva et al. 1992) (Data from papers cited in the text). 

Dopamine (DA) Modulation 

In rats, DA  inhibited  the nociceptive group  III‐ and group  IV‐fiber synaptic  inputs  to  lamina  I 

projection neurons via presynaptic actions. Similar inhibitory effects of DA on EPSCs occurred in rats 

subjected  to complete Freund´s adjuvant  (CFA)  to  induce peripheral  inflammation  (Lu et al. 2018). 

Regulation of  the  threshold of synaptic plasticity may determine  the proneness  to sensitization and 

hyper‐responsiveness to noxious inputs. Increasing the endogenous DA levels in the DH by using re‐

uptake  inhibitor GBR  12935  induced  hyper‐DA  transmission.  Conditioning  low‐frequency  (1 Hz) 

stimulation of the sciatic nerve induced long‐term potentiation (LTP) of group IV‐fiber‐evoked potentials 

in DH neurons. The magnitude of LTP was attenuated by blockade of either DA D1‐like receptors or 

an NMDAR sub‐unit (Buesa et al. 2016). In    the spinal cord and striatum, anti‐nociception of DA is 

mainly mediated by D2‐like receptors, while in the nucleus accumbens (Nac) and peri‐aqueductal gray 

(PAG), both D1‐ and D2‐like receptors are involved as analgesic targets (Wang et al. 2021). 
Noradrenergic (NA) Modulation 

In  the DH, NA  suppresses nociceptive  signal  transmission via  several mechanisms,  including 

inhibitory action by α2A‐adrenoceptors on central terminals of primary nociceptors (PSI), by direct α2‐

adrenergic  action  on  nociceptive  relay  neurons  (postsynaptic  inhibition),  and  by  α1‐adrenoceptor‐

mediated activation of inhibitory interneurons. Furthermore, α2C‐adrenoceptors on axon terminals of 

excitatory interneurons possibly contribute to spinal control of pain (Pertovaara 2006; Yoshimura and 

Furue 2006). The end‐product of the HPA, cortisone, modulates nociceptive transmission at spinal level. 

In laminae and II, nociceptive stimulation releases SP and CGRP, and with their expression co‐exists a 

high density of GRs. Termination of treatment with cortisone after four weeks leads to loss of an anti‐

nociceptive effect (McEwen and Kalia 2010). 

Serotonergic (5‐HT) Modulation 

The median nucleus raphé magnus (NRM) neurons project preferentially into the deep laminae V‐

VI  of  the  DH,  whereas  the  lateral  nucleus  paragiganto‐cellularis  (PG)  neurons  send  projections 

exclusively into the superficial laminae I‐II. These differential projection patterns support the notion 

that 5‐HT neurons might be differently implicated in pain modulations depending on their location in 

the NRM vs. PG. The majority of 5‐HT  fibers  form non‐synaptic varicosities  in  the vicinity of DH 

neurons and astrocytes, suggesting that most 5‐HT transmission occurs through volume transmission 

(Bardoni 2019). 
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The 5‐HT pathways descending to the DH exert inhibitory or facilitatory influences on the spinal 

processing  of  nociceptive  information, depending  on  acute  or  chronic  pain  states  and  the  type  of 

receptor acted upon. To date, more than a dozen types of 5‐HT receptors (5‐HTRs) have been identified. 

Most of them are expressed on nociceptors and/or DH neurons in the rodent and human spinal cord. 

The roles of the different receptor sub‐types in pain neurotransmission are not completely known. Due 

to this diversity, 5‐HT can exert both pro‐nociceptive and analgesic effects by activating specific types 

of 5‐HTRs, in different pain conditions. Group III and group IV nociceptive fibers express several 5‐

HTRs on their presynaptic terminals. Activation of the presynaptic 5‐HT1A, 5‐HT1B, 5‐HT1D and 5‐

HT7 receptors tends to be anti‐nociceptive, producing a decrease of glutamate release. The 5‐HT2A and 

5‐HT3 receptor tend to promote nociception. The ionotropic 5‐HT3Rs are involved in PAD as a sign of 

PSI, and their effect on glutamate release could be variable. It has also been reported that 5‐HTRs play 

an active role  in mediating synaptic plasticity  the DH  (Bardoni 2019; Cortes‐Altamirano et al. 2018; 

Ossipov et al. 2014). Equally varied and ill‐understood are the pain‐modulatory effects of 5‐HT1, 5‐HT2, 

5‐HT3  and  5‐HT7  receptors  above  the  spinal  cord,  this modulation  depending  on  the  type  and 

distribution of the receptors (Cortes‐Altamirano et al. 2018). 

Substance P (SP) 

Primary nociceptive  afferents use glutamate  as  their principal  fast neurotransmitter. However, 

peptides  have  an  influential  role  in  both mediating  and modulating  sensory  transmission.  SP  is 

concentrated in laminae I and II, and one of its receptors, NK1R, is present in the same laminae and 

the medial half of laminae III‐X. 

Noxious stimuli elicit the release of SP and neurokinin A (NKA). In the DH, SP, acting on NK1R, 

and NKA, acting on NK2 receptors, excite nociceptive DH neurons, this release causing a late slow 

depolarization in DH second‐order neurons. A sub‐population of DH neurons is however inhibited 

by SP, this effect probably being indirect via excitation of an interposed inhibitory interneuron. This 

anti‐nociceptive effect may be due to an SP‐induced release of opioid peptides from DH interneurons. 

In vivo, SP potentiated NMDA‐induced responses of spino‐thalamic tract (STTr) cells, and in vitro, 

SP potentiated an inward glutamate‐gated current, which contributes to the wind‐up property, ie., 

repeated activation of primary nociceptive afferents results in a progressive increase of firing of DH 

nociceptive neurons to each stimulus (Levine et al. 1993). 

Calcitonin Gene‐related Peptide (CGRP) 

CGRP is a neuromodulator, having limited effects on its own, but strongly potentiating the effects 

of other substances, in particular SP. Unlike SP, CGRP has limited distribution in the spinal cord, CGRP 

terminals being concentrated  in DH  laminae  I and  II and  in  the reticulated area of  lamina V. CGRP 

terminals make direct connections with second‐order STTr neurons. Noxious thermal, mechanical or 

electrical  stimulation  elicited  the  release  of CGRP  in  the  superficial DH.  In  vivo,  iontophoretically 

administered CGRP produced slow, long‐lasting excitation of DH cells. In vitro, CGRP produced a slow 

depolarization in DH cells, probably by increasing the Ca2+ conductance. Like SP, CGRP can regulate the 

release  of  amino  acids.  In vivo  in  rats,  concentrations of CGRP  that  alone had  little  effect  strongly 

potentiated the excitatory action of SP or of noxious stimulation (Levine et al. 1993). 
Different acute pain states and itch transmitted via the TRPV1 population may have differential 

effects becoming apparent when either ablating Trpv1‐Cre‐expressing neurons or  inducing vesicular 

glutamate transporter 2 (VGLUT2) deficiency in Trpv1‐Cre‐expressing neurons. Furthermore, in Vglut2‐

deficient mice, pharmacological inhibition of SP or CGRP signaling was used to evaluate the contribution 

of  SP  or CGRP  to  these  sensory modulations, with  or without  the  presence  of VGLUT2‐mediated 

glutamatergic transmission in Trpv1‐Cre neurons. Together with c‐fos analyses, these data showed that 

glutamate via VGLUT2 in the Trpv1‐Cre population together with SP mediate acute cold pain, whereas 

glutamate together with CGRP mediate noxious heat. Moreover, glutamate together with both SP and 

CGRP mediated tissue‐injury‐associated pain. Furthermore, itch, regulated by the VGLUT2‐mediated 

transmission via the Trpv1‐Cre population, depended on CGRP and gastrin‐releasing peptide receptor 

(GRPR)  transmission because pharmacological blockade of  the CGRP or GRPR pathway, or genetic 

ablation of Grpr, led to a drastically attenuated itch. Hence, different neurotransmitters combined can 
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cooperate with each other to transmit or regulate various acute sensations, including itch (Rogoz et al. 

2014). 
Cholecystokinin (CCK) 

In some species, CCK is co‐localized with SP and/or CGRP. CCK immuno‐reactivity also occurs in 

DH neurons and terminals of descending axons. In rats, CCK  iontophoresis excited DH neuons, but 

weakly  and  inconsistently.    However,  CCK  antagonized  and  CCK  antagonists  potentiated  opioid 

suppression of group IV (C) fiber activation of DH cells (Levine et al. 1993). 

Somatostatin (STT) 
In the spinal DH, STT‐containing neurons are predominantly localized in laminae I, II and III. About 

13% of lamina I and 15% of lamina II neurons express STTR2a receptors. This provides the cellular and 

molecular basis for the role of STT in the modulation of pain transmission (Pan et al. 2007; Rosen and 

Schulkin 2022). Pharmacological studies supported either a facilitatory or an inhibitory role for STT in 

nociception (Levine et al. 1993). 
Intra‐thecal injection of STT could increase the nociceptive threshold. Intra‐plantar injection of 

the STT analogue octreotide reduced formalin‐induced nociceptive behaviors and the responses of 

group IV (C) fibers to noxious stimulation. Intra‐plantar injection of SCR007, a selective non‐peptide 

SSTR2  agonist,  significantly  increased  the  nociceptive  threshold.  STT  has  been  effective  in  the 

treatment of patients with certain pain conditions, including cluster headache, headache associated 

with pituitary tumors, and postoperative pain. Spinal administration STT or octreotide reduced pain 

in patients with terminal cancer (Pan et al. 2007). 
In anesthetized cats, the effects of STT were investigated on nociceptive responses of rostrally 

projecting DH neurons to different kinds of noxious stimuli (i.e., heat, mechanical and cold stimuli) 

and  to group  III and group  IV  fiber activation of  the sciatic nerve.  Iontophoretically applied STT 

suppressed the responses of DH neurons to noxious heat and mechanical stimuli as well as to group 

IV‐fiber activation (Pan et al. 2007).    In vitro experiments showed that the STT‐induced inhibition of 

DH cells went along with a hyperpolarization (Levine et al. 1993). 
STT also suppressed glutamate‐evoked activities of DH neurons. The effects of STT were blocked 

by the STT receptor antagonist cyclo‐STT. This suggests that STT has a dual effect on the activities of DH 

neurons: facilitation and inhibition, depending on the modality of pain signaled through them and its 

action site (Jung et al. 2008). 
However, STT has also been reported to enhance the responses of DH neurons to noxious cold 

stimuli and group III‐fiber activation (Jung et al. 2008). 
Pain  information  processing  in  the  spinal  cord  has  been  postulated  to  rely  on  nociceptive 

transmission  (WDR)  neurons  receiving  inputs  from  nociceptors  and  group  II  (Aβ)  mechano‐

receptors, with group II inputs gated through feed‐forward activation of spinal inhibitory neurons. 

Intersectional  genetic  manipulations  were  used  to  identify  these  critical  components  of  pain 

transduction. Marking  and  ablating  six  populations  of  spinal  excitatory  and  inhibitory  neurons, 

associated  with  behavioral  and  electrophysiological  analysis,  showed  that  excitatory  neurons 

expressing STT include WDR‐type cells, whose ablation caused loss of mechanical pain. Cells marked 

by the expression of dynorphin (Dyn) represent inhibitory interneurons, which are necessary to gate 

group II fibers from activating STT neurons to evoke pain. Hence, peripheral mechanical nociceptors 

and group II mechano‐receptors, together with spinal STT excitatory and Dyn inhibitory neurons, 

form a micro‐circuit that transmits and gates mechanical pain (Duan et al. 2014). 
Itch‐eliciting  stimuli  are detected  by  sensory  neurons  that  innervate  the  skin. The  neuronal 

pathways for spinal itch neurotransmission was investigated, particularly the contribution of STT. In 

the periphery, STT was exclusively co‐expressed with  the neuropeptide natriuretic polypeptide B 

(Nppb+) in DRG neurons. STT potentiated itch by inhibiting inhibitory Dyn neurons. Elimination of 

STT from primary afferents and/or from spinal interneurons demonstrated differential involvement 

of the peptide released from these sources in itch and pain. This defined the neural circuit underlying 

STT‐induced itch and characterized a contrasting anti‐nociceptive role for the peptide (Huang et al. 

2018). 
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Galanin (GAL) 

In many nociceptive, capsaicin‐sensitive group IV afferents, GAL co‐localizes with SP and CGRP. 

In  thermal  nociception,  intra‐thecal  GAL  application  had  an  anti‐nociceptive  effect,  although,  in 

mechanical tests at higher doses, it lowered the threshold for vocalization. However, low doses of intra‐

thecal GAL  increased  the excitability of  the  flexion  reflex, while at higher doses,  it produced a  long 

depression of thermal nociceptive reflexes. The higher doses also blocked the facilitatory effect of SP, 

CGRP or of the conditioning stimulation of group IV fibers. Thus, like SP, GAL seems to have both pro‐ 

and anti‐nociceptive effects (Levine et al. 1993). 

Endocannabinoids (eCBs) 

The endocannabinoid  (EC)  system consists of  two main  receptors: cannabinoid  type 1  (CB1) 

receptors exist in both the CNS and periphery, whereas the cannabinoid type 2 (CB2) receptor occurs 

principally in the immune system and to a lesser extent in the CNS. The EC family consists of two 

classes of ligands; the N‐acyl ethanolamines, such as N‐arachidonoyl ethanolamide or anandamide 

(AEA), and the monoacylglycerols, such as 2‐arachidonoyl glycerol. Much work has studied the role 

of EC in nociceptive processing and the potential of targeting the EC system to produce analgesia. 

Cannabinoid  receptors  and  ligands  are  present  at  almost  every  level  of  the  pain  pathway  from 

peripheral sites, such as peripheral nerves and immune cells, to central integration sites such as the 

spinal cord, and higher brain regions such as the PAG and the rostral ventro‐lateral medulla (RVL) 

associated with descending control of pain. The EC has been shown to induce analgesia in preclinical 

models of acute nociception and chronic pain states (Burston and Woodhams 2014). 

It has been argued that cannabinoid modulation of pain occurs through inhibition at the level of 

the  DRG,  thus  inhibiting  ascending  nociceptive  signals.  Another  hypothesis  propounds  that 

modulation occurs  through activity at  the  level of  the brainstem,  inhibiting pain  signals  through 

descending  suppression  of  nociceptive  signals.  However,  these  effects  need  not  be  exclusive 

(Milligan et al. 2019). 

Many  glutamatergic  sensory  afferents  and DH  GABAergic  interneurons  express  CB1.  It  is 

purported that eCBs are produced after stimulation of glutamatergic nociceptive, small‐ and medium‐

diameter group C fibers and activate CB1 receptors expressed on inhibitory interneurons within the 

DH. This reduces GABAergic signaling and increases nociceptor excitability leading to maladaptive 

nociception. A small population of astrocytes in the spinal cord express CB1 receptors and activation 

of  these  astrocytic  receptors  leads  to  transient Ca2+  currents  that  stimulate  the production  of  2‐

arachidonoylglycerol  (2‐AG),  a  potent  endogenous  CB1  agonist.  This  would  suggest  that  CB1 

receptors expressed in the DH are responsible for mediating the effects of chronic, neuropathic pain 

(Milligan et al. 2019). 

Endogenous Opioids 
The DH is a major target for opioids such as analgesic drugs, and the effects of exogenous (mainly 

morphine) and endogenous opioids on the release of neuropeptides, in particular SP and CGRP, and 

the inhibition of DH neurons. Opioids directly applied to the spinal cord suppress behavioral responses 

to noxious stimuli in animals and produce deep anti‐nociception in humans. The central terminals of 

nociceptive afferents contain μ‐, δ‐ and κ‐opioid binding sites. Opioids have a direct effect on primary 

afferents; in particular, they inhibit K+‐induced SP release. However, the effects may depend on receptor 

type. For example, in rat DH slices, selective δ‐ligands reduced capsaicin‐induced SP release, but μ‐

selective ligands had no such effect. Opioids also diminish K+‐ and capsaicin‐induced release of CGRP 

(Levine et al. 1993). 

Complex modulations    by opioids occurred  in  the  in vitro  (from  tissue slices) and  in vivo  rat 

preparation whose intra‐thecal space was perfused with an artificial cerebro‐spinal fluid (CSF) release 

of SP and CGRP, depending on the opioid receptor (μ, δ, κ, and their sub‐types) stimulated by these 

compounds. The inhibition by δ agonists of SP release from primary afferent fibers, and that by the 

concomitant stimulation of μ receptors of the release of CGRP are probably involved in the analgesic 

action  of  specific  opioids  and morphine  at  the  level  of  the  spinal  cord.  The  negative modulation 

(through presynaptic opioid auto‐receptors) by δ and μ agonists of the spinal release of met‐enkephalin 
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(M‐ENK), and the complex inhibitory/excitatory influence of δ, μ and κ receptor ligands on the release 

of CCK within  the DH very  likely also contribute  to  the anti‐nociceptive action of  these drugs and 

morphine (Bourgoin et al. 1994). 

Cellular  interactions  between  μ‐  and  δ‐opioid  receptors,  including  heteromerization,  are 

thought  to  regulate  opioid  analgesia.  μ‐  and  δ‐opioid  receptor  co‐expression  is  limited  to  small 

populations of excitatory  interneurons and projection neurons and unexpectedly predominates  in 

ventral horn (VH) motor circuits. Similarly, μ‐ and δ‐opioid receptor co‐expression is rare in cortical 

brain  regions, AMY,  and parabrachial  nucleus  (PBN)  processing  nociceptive  information.  In  the 

discrete μ‐ and δ‐opioid receptor co‐expressing nociceptive neurons, the two receptors  internalize 

and  function  independently. Conditional  knockout  experiments  revealed  that  δ‐opioid  receptors 

selectively regulate mechanical pain by controlling the excitability of STT‐positive DH interneurons. 

This illuminates the functional organization of δ‐opioid receptors and μ‐ opioid receptor in CNS pain 

circuits (Wang et al. 2018). 

In spinal cord slices, presynaptically acting M‐ENK can inhibit glutaminergic input to DH cells 

in lamina I (Levine et al. 1993). 

Nerve Growth Factor (NGF) 

NGF has a role in both acute, transient nociceptive responses, and in longer‐term, chronic pain. 

NGF belongs to a family of small glycoproteins that also include neurotrophin 3 (NT‐3), neurotrophin 

4/5 (NT‐4/5) and BNDF (below). It is crucial for survival of nociceptive neurons during development, 

but  also plays  an  important  role  in nociceptive  functions  in  adults  and  in  the development  and 

modulation  of  persistent  pain.  NGF  binds  to  TrkA,  whereupon  the  NGF‐TrkA  complex  is 

internalized and transported from peripheral terminals to sensory cell bodies in the DRG (Mantyh et 

al. 2011). 

NGF is active in both peripheral and central sensitization and has complex multi‐functional roles 

in the modulation of nociceptive processing through effects on the release of inflammatory mediators, 

nociceptive  ion  channel  and  receptor  activity,  nociceptive  gene  expression,  and  local  neuronal 

sprouting effects (Barker et al. 2020; Boyce and Mendell 2014; Finnerup et al. 2021; Mantyh et al. 2011; 

Mizumura and Murase 2015; Nicol and Vasko 2007; Pezet and McMahon 2006; Yang and Chang 2019). 

Longer‐term (days) post‐translational effects of NGF‐TrkA binding and transport to the DRG 

include an increase in the concentration of peptides (e.g., SP, CGRP, and BDNF) in DH terminals of 

peptidergic  (TrkA+) primary afferent neurons. Release of  these peptides,  in addition  to glutamate 

acting on AMPARs, on subsequent stimulation of peptidergic (TrkA+) primary afferent neurons, and 

binding to their respective receptors (SP to NK1; CGRP to CGRP‐R, BDNF to TrkB) may cause strong 

depolarization  of  the  post‐synaptic  second‐order  projection  neuron,  changes  in  transcriptional 

activity  in  the second order projection neuron  (e.g.,  increased expression of c‐fos), and ultimately 

removal  of  the Mg2+  block  of  the  glutamatergic NMDAR.  BDNF  acts  specifically  as  a  central 

modulator,  via  binding  to  post‐synaptic  TrkB  receptors,  whereupon  the  BDNF‐TrkB  complex 

switches on  intracellular protein kinases  leading  to phosphorylation of NMDARs  and  facilitated 

opening. This increases the probability of central sensitization and facilitated transmission through 

the dorsal horn synapse and via third‐order neurons to the sensory cortex in the brain (Mantyh et al. 

2011). 

Nerve Growth Factor (NGF) in Inflammation 

NGF is important in inflammatory pain as exemplified by the expression and/or release of NGF 

by certain inflammatory cells, including eosinophils, lymphocytes, macrophages and mast cells (Kaur 

et al. 2017; Luo et al. 2015), as a consequence of  injury. NGF  is also up‐regulated  in experimental 

models of  inflammation,  including  those  induced by carrageenan,  formalin, and CFA. Cutaneous 

administration of NGF  to  rodents and  to humans causes hyperalgesia within one or  three hours, 

respectively, suggesting that NGF leads to a relatively rapid sensitization of cutaneous nociceptors. 

These rapid effects in the rat are thought to be mediated primarily through NGF binding with TrkA 

expressed on mast cells, causing de‐granulation and release of a variety of algogenic mediators, such 

as hydrogen  ions  (H+), HIST, prostaglandin E2, 5‐HT, and bradykinin, as well as additional NGF 
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(Mantyh  et  al.  2011). NGF  plays  a  central  role  in  initiating  and  sustaining  heat  and mechanical 

hyperalgesia  following  inflammation.  Secreted  proforms  of  nerve NGF  (proNT)  have  biological 

functions  distinct  from  the  processed  mature  factors  raising  the  possibility  that  these  pro‐

neurotrophins may have distinct  function  in painful  conditions. ProNTs engage a novel  receptor 

system that may function with or independently of the classic Trk system in regulating inflammatory 

or neuropathic pain (Lewin and Nykjaer 2014). 

NGF/TrkA‐induced Sprouting and Neuroma Formation 

NGF may also generate and maintain hypersensitivity by  inducing aberrant  sprouting and/or 

neuroma formation in response to tissue and/or nerve injury. Local administration of NGF to normal 

peripheral nerves can also  induce nerve sprouting of peptidergic (TrkA
+
) nociceptors (Mantyh et al. 

2011). 

Interleukin‐6 (IL‐6) 

IL‐6 is another neurotrophic factor and an important mediator in pain processing. Following nerve 

injury, IL‐6 is released and its concentrations are increased. IL‐6 is involved in the development of pain 

and CNS sensitization.  It promotes and mediates various  inflammatory pain conditions  (Yang and 

Chang 2019). 

Brain‐derived Neurotrophic Factor (BDNF) 

BDNF plays important roles in proper growth, neuronal differentiation, development, survival, 

neuroprotection, neurodegeneration, development and plasticity of glutamatergic and GABAergic 

synapses, synaptic plasticity, and the control of mood disorders (Merighi 2024). Mature neurotrophin 

binding  to  the  high‐affinity  receptor,  TrkB  receptor,  increases  cell  survival  and  differentiation, 

dendritic  spine  complexity,  re‐sculptering  of  neuronal  networks,  and  LTP. Deployment  of  TrkB 

receptors significantly increases at synaptic sites following neuronal activity (Phillips 2017; Pitsillou 

et al. 2020). The precise role of BDNF in pain transmission is still somewhat controversial, though, 

because  evidence  has  been  presented  of  pro‐nociceptive  as  well  as  anti‐nociceptive  and  anti‐

inflammatory activities (Cappoli et al. 2020). 

BDNF is thought to intervene in the modulation of pain. BDNF has a widespread distribution 

and functions in pain pathways. Under basal conditions, BDNF is synthesized by various types of 

neurons and glia within pain pathways. Noxious stimuli can trigger the production and release of 

BDNF by these cells and/or up‐regulate (Merighi 2024). 

Data from BDNF‐LacZ reporter mouse showed that primary afferent‐derived BDNF contributes 

minimally to the processing of pain and itch. BDNF was expressed primarily by myelinated primary 

afferents  and  had  limited  overlap with  the major  peptidergic  and  non‐peptidergic  sub‐classes  of 

nociceptors and pruritoceptors. There was also an extensive neuronal, but not glial, expression in the 

DH. BDNF deletion in adult mice altered few itch or acute and chronic pain behaviors, beyond sexually 

dimorphic phenotypes in the tail immersion, HIST, and formalin tests (Dembo et al. 2018). 

Cholinergic (ACh) Modulation 

In the CNS, ACh acts as a neurotransmitter and neuromodulator upon release from groups of ACh 

projection and interneurons in both brain and spinal cord. Two primary types of receptors respond to 

ACh. Neuronal nAChRs are  ligand‐gated cation channels, which are widely expressed  in  the CNS 

(Naser and Kuner 2018). 

In the DH, ACh interneurons are a sparse population of cells that, although they represent the 

main source of ACh  in the DH, contact a large number of neurons. ACh receptor (AChRs) regulate 

nociceptive  transmission  via  pre‐  and  post‐synaptic  mechanisms.  Elevation  of  spinal  ACh 

concentrations  induced  analgesia whereas  locally decreasing ACh  concentrations  or  activity  (via 

receptor blockade) strengthened nociceptive sensitivity, inducing hyperalgesia and allodynia. In rats 

exists a  tonic ACh  inhibition of  spinal nociceptive  transmission.  In  rodents and humans, directly 

activating muscarinic ACh receptors (mAChRs) reduced pain, and conversely, inhibition of spinal 

mAChRs  induced  nociceptive  hyper‐sensitivity.  nAChRs  have  also  been  implicated  in  spinal 

modulation of pain. intra‐thecally administered ACh‐esterase inhibitors, such as neostigmine, reduce 

inflammatory hyper‐sensitivity, which is sensitive to muscarinic antagonists (Naser and Kuner 2018). 
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Spinal DH Neurons Expressing Neurokinin‐1 (NK1) and GABAB Receptors 

In the rat, noxious mechanical stimulation of the skin  induced neuron double‐labeling for  fos 

and  for each NK1 and GABAB  receptors  largely  in  lamina  I. The proportions of  fos‐positive  cells 

immuno‐stained for NK1 or GABAB receptors were higher in lamina I than in the remaining spinal 

laminae. More fos‐positive cells were immuno‐reactive (IR) for GABAB receptors than for NK1 in all 

DH laminae. Co‐localization of NK1 and GABAB receptors occurred only in lamina I and was higher 

in neurons expressing fos. As to the morphological lamina I cell class, NK1‐positive cells belonged 

mainly  to  the  fusiform  type while  similar proportions of  fusiform, pyramidal and  flattened NK1 

neurons  expressed GABAB  receptors. No differences occurred between  those  cell  types  as  to  the 

degree of nociceptive activation. This suggests that the co‐localization of NK1 and GABAB receptors 

is a common feature of fusiform, pyramidal and flattened neurons in lamina I (Castro et al. 2004). 

NK1 and STT2A Receptors in DH Lamina I 

Spinal  neurons  that  receive  inputs  from  primary  afferent  fibers  and  whose  axons  project 

supraspinally  to  the medulla oblongata may represent a pathway  through which nociceptive and 

non‐nociceptive  peripheral  stimuli may modulate  cardio‐respiratory  reflexes.  Expression  of  the 

NK1R is believed to be an indicator of lamina I cells that receive nociceptive inputs from SP releasing 

afferents,  and  similarly,  somatostatin  (STT2A)  receptor  expression may  be  a marker  for  neurons 

receiving STT  inputs.  In  rat  spinal neurons, NK1 and STT2A  receptors  in  lamina  I were  localized 

mainly to separate populations of retrogradely labeled cells with fusiform, flattened and pyramidal 

morphologies. With  visceral  stimulation, many  retrogradely  labeled  cells  expressing  c‐fos were 

immuno‐reactive  for  the NK1R,  and  a  smaller  population was  STT2A  positive.  In  contrast, with 

cutaneous stimulation, only NK1‐positive retrogradely labeled cells showed c‐fos expression. Hence, 

lamina  I neurons receiving noxious cutaneous and visceral stimuli via NK1R activation project to 

NTS  and  may  thus  be  involved  in  coordinating  nociceptive  and  cardio‐respiratory  responses. 

Moreover, a sub‐population of projection neurons that respond to visceral stimuli may receive STT 

inputs of peripheral, local or supraspinal origins (Gamboa‐Esteves et al. 2004). 

Glutamate 

Nociceptive primary afferents release glutamate, activating postsynaptic glutamate receptors on 

spinal DH neurons. Glutamate receptors, both ionotropic and metabotropic, are also expressed on 

presynaptic  terminals,  where  they  regulate  neurotransmitter  release.  The  rodent  DH  contains 

presynaptic glutamate  ionotropic  (AMPA, NMDA, kainate) and metabotropic  receptors  (Bardoni 

2013). 

Kainate 
Kainate receptors are expressed in nociceptive pathways, including the DRG, spinal cord, THAL 

and  cortex. Functional kainate  receptors  are  located postsynaptically or  are  located presynaptically, 

where  they  modulate  excitatory  or  inhibitory  neurotransmission.  Kainate  receptors  can  regulate 

nociceptive responses (Wu et al. 2007). 
AMPA and NMDA at Spinal Level 

There  is  an  interaction  between  midazolam,  a  benzodiazepine‐GABAAR  agonist,  and  two 

glutamate receptor antagonists on acute thermal nociception. Sprague‐Dawley rats were implanted 

with chronic lumbar intra‐thecal catheters and were monitored for their tail‐withdrawal response to 

an acute heat stimulus after intra‐thecal administration of saline, midazolam, AP‐5, or YM872, where 

AP‐5  is  an  NMDAR  antagonist  and  YM872  is  an  AMPAR  antagonist. Motor  disturbance  and 

behavioral changes occurred. Dose‐dependent increases in the tail‐flick latency (TFL) occurred with 

midazolam, AP‐5, and YM872. When combining midazolam with AP‐5 or YM872, a potent synergy 

in  analgesia  occurred with  decreased  behavioral  changes  and motor  disturbance  (Nishiyama  et 

al.1999). 

Important nociceptive structures ascending from the spinal cord up to the cerebral cortex are 

illustrated in Fig. 3. Grosso modo, these structures are also involved in pain modulation (Fig. 4). 
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2.5. The PAG‐Triad Connection 

Several brain areas modulate spinal pain transmission through direct projections to the DH. The 

descending modulation is exerted by neurotransmitters acting both at spinally projecting neurons and 

at interneurons that target the projection neurons. 

In  the  rat, μ‐opioid, GABAB, and NK1  receptors occur  in  spinally projecting neurons of major 

medullary pain control areas: RVM, NTS, dorsal reticular nucleus (DReN), ventral reticular nucleus 

(VReN),  and  lateral‐most part of  the  caudal ventro‐lateral medulla  (CVLM). The  retrograde  tracer 

cholera toxin sub‐unit B was injected into the spinal DH. The RVM contained the majority of double‐

labeled neurons followed by the dorsal raphé nucleus (DRN). In general, high percentages of μ‐opioid‐ 

and  NK1‐expressing  neurons  were  retrogradely  labeled,  whereas  GABAB  receptors  were mainly 

expressed in neurons that were not labeled from the cord. Hence, μ‐opioid and NK1 receptors play an 

important role in direct and indirect control of descending modulation. The co‐localization of μ‐opioid 

and GABAB in DReN neurons suggests that the pro‐nociceptive effects of this nucleus may be controlled 

by  local opoidergic and GABAergic  inhibition of  the pro‐nociception  increased during chronic pain 

(Pinto et al. 2008a,b). 

5‐HT  RVM  neurons modulate  the  activity  of  RVM  neurons.  The  RVM  also  contains  opioid‐

sensitive neurons as the activity of OFF‐cells is enhanced by μ‐opioid agonists whereas the opposite 

occurs with ON‐cells. The local neurochemical control also involves GABA‐mediated inhibition, which 

is  triggered by opioids. Local CCK receptors  (CCK2) provide  further possibilities of  fine‐tuning  the 

control within the RVM. The endovanilloid system is remotely activated from the PAG since agonists 

of the TRPV1 injected into the PAG induce glutamate‐mediated activation of the activity of OFF‐cells. 

The endovanilloid system  in  the RVM seems  to be  inactivated  in non‐noxious conditions or during 

acute pain. The  system  is only  activated  in  the RVM  in  situations of  chronic pain, namely during 

neuropathic conditions (Martins and Tavares 2017). 

Dynamic  shifts  in  the balance between pain‐inhibiting and pain‐facilitating outflows  from  the 

brainstem play a role in setting the gain of nociceptive processing as dictated by behavioral priorities, 

but are also likely to contribute to pathological pain states (Heinricher et al. 2009). 
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Figure 3. Simplified scheme of locations of some nuclei and brain structures involved in nociceptives transmission 

from the periphery to the cerebral cortex. The sections are not scaled, and no regard is given to laterality. The upper 

panel  shows  a  coronal  cross‐section  through  the  right  prosencephalon  containing  the  cerebrum  (top)  and 

diencephalon (bottom). The panels below show transverse cross‐sections from the mesencephalon (midbrain) to the 

spinal cord. Note that the marked structures may extend beyond the secitional planes so that they are projected into 

the respective planes. Green  lines symbolize  lumped ascending nociceptive connections except for the blue  lines 

symbolizing NA connections from the LC. Connections need not be monosynaptic. Abbreviations: A1: noradrenergic 

(NA) A1 cell group; AMY: amygdala; BG: basal ganglia; CING: cingulate cortex; CMED: caudal medulla; CVLM: 

caudal ventro‐lateral medulla, DH: dorsal horn; DReN: dorsal reticular nucleus; DRN: dorsal raphé nucleus (gray 

shade); HYP: hypothalamus; IC: insular cortex; LC: locus coeruleus; MES: mesencephalon; NRM: nucleus raphé 

magnus;  NTS:  nucleus  tractus  solitarii;  PAG:  peri‐aqueductal  gray;  PBN:  parabrachial  nucleus;  PROS: 

prosencephalon; RMED: rostral medulla; RVM: rostral ventro‐medial medulla; S1: primary somatosensory cortex; 

SC: spinal cord; SN: substantia nigra; THAL: thalamus (Data from papers cited in the text). 

2.5.1. Peri‐Aqueductal Gray (PAG) 

Top‐down  afferents  to  the  PAG  arise  from  various  cortical  and  sub‐cortical  brain  regions, 

including the anterior cingulate cortex (ACC) and AMY. Changes in connectivity between the ACC 

and the PAG are prominent in fMRI studies in chronic pain patients. In addition, lesions of the ACC 

are generally agreed to reduce nociception in human patients. The PFC/ACC‐AMY‐PAG projections 

from  the  PAG  to  the  ventral  tegmental  area  (VTA)  have  been  implicated  in  avoidancebehaviors  in 

rodents.  Both  glutamatergic  and  GABAergic  projections  from  PAG  impinge  on  both  DA  and 

GABAergic neurons in VTA. Although DA neurons comprise the majority of the neurons within the 

VTA and DA in the PAG modulates pain thresholds, the VTA sends primarily GABAergic inputs to 

PAG (Bagley and Ingram 2020). 

The PAG integrates information from cortical and sub‐cortical areas to modulate many different 

behaviors, including defensive responses to pain, threat and stress, as well as cardio‐vascular control, 
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and control of respiration, lactation and feeding. Stimulation of the ventro‐lateral PAG elicits analgesia 

in humans and anti‐nociception  in  rats, which  is sensitive  to naloxone.  In  rats,  the behavioral anti‐

nociception produced by opioids is mediated by activation of PAG output neurons projecting to the 

RVM (Bagley and Ingram 2020). 

Orexin (ORX) 

ORX participates in pain modulation. Orexin‐1 and orexin‐2 receptors (Ox1r and Ox2r) occur at 

high density in the ventro‐lateral PAG (vlPAG). Chemical stimulation of the lateral hypothalamus 

(lHYP) with carbachol induces anti‐nociception in the tail‐flick test, a model of acute pain, and Ox1r‐

mediated anti‐nociception  in  the vlPAG  is modulated by  the activity of vlPAG  cannabinoid CB1 

receptors. In the current study, TCS OX2 29, an Ox2r antagonist (5, 15, 50, 150, and 500 nmol/l), was 

microinjected into the vlPAG 5 min before the administration of carbachol (125 nmol/l). It has been 

shown  that  the  anti‐nociceptive  effect of ORX  is partially mediated  by  activation  of vlPAG Ox2 

receptors. It seems that Ox2 and CB1 receptors act through different pathways and Ox2r‐mediated 

anti‐nociception does not depend on CB1 receptor activity (Esmaeili et al. 2017). 
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Figure 4. Simplified scheme of locations of selective nuclei and brain structures involved in the neuromodulation of 

pain. The sections are not scaled, and no regard is given to laterality. Some structures (e.g., raphé nuclei) distribute 

quite far rostro‐caudally and may occur in two cross‐sections, which is not shown for graphical reasons. Such reasons 

also  required  connections. Connections  symbolized  by  arrowed  solid  lined may  be  excitatory  (green  lines)  or 

inhibitory (red lines). They are not necessarily monosynaptic. For example and importantly, the connections from 

RVM to DH are both facilitory and inhibitory. Other arrowed lines, e.g., from HYP to DH, include dopaminergic, 

oxytocinergic and orexinergic influences. Thinner dashed lines symbolize humoral influences from the HYP to the 

gonads and throid gland. Abbreviations: AMY: amygdala; BG: basal ganglia; CING: cingulate cortex; CMED: caudal 

medulla; CVLM: caudal ventro‐lateral medulla; dlPFC: dorso‐lateral prefrontal cortex; DA: dopamine; DH: dorsal 

horn; DReN: dorsal reticular nucleus; DRN: dorsal raphé nucleus; GH: gonadal hormones; HYP: hypothalamus; IC: 

insular cortex; LC: locus coeruleus; MES: mesencephalon; mPFC: medial prefrontal cortex; NRM: nucleus raphé 

magnus; NTS: nucleus tractus solitarii; ORX: orexin; OXT: oxytocin; PAG: peri‐aqueductal gray; PBN: parabrachial 

nucleus; PROS: prosencephalon; RMED: rostral medulla; RVM: rostral ventro‐medial medulla; SC: spinal cord; SN: 

substantia nigra; TH: thyroid hormones; THAL: thalamus; vlPFC: ventro‐lateral prefrontal cortex (Data from papers 

cited in the text). 

Dopamine (DA) 

A sub‐population of DA neurons in the PAG/DRN are important modulators of anti‐nociception. 

It was hypothesized that PAG DA neurons contribute to the analgesic effect of D‐amphetamine via a 

mechanism that involves descending modulation via the RVM. Male C57BL/6 mice showed increased 

c‐fos expression in PAG DA neurons and a significant increase in paw‐withdrawal latency to thermal 

stimulation  after  receiving  a  systemic  injection  of D‐amphetamine.  Targeted micro‐infusion  of D‐

amphetamine, L‐DOPA, or the selective D2 agonist quinpirole into the PAG produced analgesia, while 

a D1 agonist had no effect. Inhibition of D2 receptors in the PAG by eticlopride prevented the systemic 

D‐amphetamine  analgesic  effect. D‐amphetamine  and  PAG D2  receptor‐mediated  analgesia were 

inhibited by intra‐RVM injection of lidocaine or the GABAAR agonist muscimol, indicating a PAG‐RVM 

signaling pathway in this model of analgesia. Hence, D‐amphetamine analgesia is partially mediated 

by descending inhibition and D2 receptors in the PAG are responsible for this effect via modulating 

neurons that project to the RVM (Ferrari et al. 2021). – Micro‐injection of cumulative doses of morphine 

into the ventral PAG (vPAG) caused anti‐nociception that was dose‐dependently inhibited by a DA 

receptor antagonist, which had no effect on nociception when administered alone. Injection of the DA 

receptor agonist (‐) apomorphine into the vPAG caused a robust anti‐nociception that was inhibited by 

the D2 antagonist eticlopride but not  the D1 antagonist SCH‐23390. The effects of DA on GABAA‐

mediated  evoked  eIPSCs were measured  in PAG  slices. Administration  of M‐ENK  inhibited peak 

eIPSCs by 20‐50%. DA inhibited eIPSCs by approximately 20‐25%. These data indicate that PAG DA 

has a direct anti‐nociceptive effect in addition to modulating the anti‐nociceptive effect of morphine 

(Meyer et al. 2009).  In  the PAG and NAc, both D1‐ and D2‐like receptors are  involved as analgesic 

targets, while in the striatum and spinal cord, anti‐nociception of DA is mainly mediated by D2‐like 

receptors (Wang et al. 2021). 

Substance P (SP) 

The lateral HYP (lHYP) has been implicated as part of the descending pain modulatory system. 

The  lHYP modifies  nociception  in  the  spinal  DH  partly  through  connections with  the  PAG.  To 

determine  whether  lHYP‐induced  anti‐nociception  mediated  by  the  PAG  depends  on  NK1R, 

behavioral experiments were conducted in which the cholinergic agonist carbachol was micro‐injected 

into the lHYP of lightly anesthetized female Sprague‐Dawley rats‐ and anti‐nociception was obtained 

on the tail flick or foot withdrawal tests. A specific NK1R antagonist was micro‐injected in the PAG, 

which abolished the lHYP‐induced anti‐nociception. This supports the hypothesis that anti‐nociception 

produced by activating neurons in the lHYP is mediated in part by the subsequent activation of neurons 

in the PAG by NK1Rs (Holden et al. 2009). 

Calcitonin Gene‐related Peptide (CGRP) 
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CGRP  receptors  are widely distributed  in  the CNS.  In male  rats,  the  effects  of  intra‐cerebro‐

ventricular (ICV)  injection of CGRP was  investigated on pain behavioral responses and on  levels of 

monoamines  in  the PAG during  the  formalin  test.  ICV  injection of CGRP  led  to a  significant pain 

reduction in acute, middle and chronic phases of the formalin test. Dialysate concentrations of DA, NA, 

5‐HT and HIAA in the PGA area showed an increase in acute phase, middle phase and beginning of 

the  chronic  phase  of  the  formalin  test.  Hence,  CGRP  significantly  reduced  pain  by  increased 

concentrations of monoamines and their metabolites in dialysates from PAG when injected ICV to rats 

(Rahimi et al. 2018). 

Endocannabinoids (eCBs) 

The PAG is a critical component of the endocannabinoid system (ECS) since it is densely packed 

with CB1 receptors. In part, cannabinoids and opiates inhibit pain by activating the PAG. In response 

to noxious stimuli, the PAG released endogenous anandamide. In rats, electrical PAG stimulation 

induced analgesic effects after intra‐dermal formalin injection, which were associated with increased 

anandamide release in the PAG. These analgesic effects were attenuated after intra‐PAG injection of 

the  CB1R  antagonist,  S141716,  suggesting  a  critical  role  of  CB1R  in  this  brain  region  for  pain 

modulation. An important role of PAG eCBs in chronic pain inhibition was also suggested by the fact 

that, whereas  early‐phase algesia  in  the hindpaw  after  formalin  injection was not affected by an 

exogenous cannabinoid ligand, HU‐210, injection directly into the dorsal PAG, late‐phase algesia was 

significantly reduced. Administration of HU210 significantly attenuated formalin‐evoked increases 

in c‐fos expression in the caudal lateral PAG (Milligan et al. 2019). 

If the anti‐nociceptive mechanisms are distinct, cross‐tolerance between cannabinoids and opioids 

should not develop. In male Sprague‐Dawley rats, this hypothesis was tested by measuring the anti‐

nociceptive effect of micro‐injecting morphine into the vlPAG of rats pretreated with the cannabinoid 

HU‐210 for two days. The rats were injected twice a day for two days with vehicle, morphine, HU‐210, 

or morphine  combined with HU‐210  into  the  vlPAG.  Repeated  injections  of morphine  caused  a 

rightward shift in the morphine dose‐response curve on Day 3 (i.e., tolerance developed). No tolerance 

was evident in rats pretreated with morphine combined with HU‐210. In rats pretreated with HU‐210 

alone, morphine anti‐nociception was enhanced. This enhancement was blocked by pretreating rats 

with the cannabinoid receptor antagonist AM‐251, and it also disappeared when rats were tested one 

week  later. Acute micro‐injection of HU‐210  into  the PAG antagonized morphine anti‐nociception, 

suggesting  that  HU‐210‐induced  enhancement  of  morphine  anti‐nociception  is  a  compensatory 

response. Hence, there was cross‐tolerance between morphine and HU‐210. Cannabinoid pretreatment 

enhanced the anti‐nociceptive effect of micro‐injecting morphine into the vlPAG (Wilson et al. 2008). 

Opioids 

Noxious stimulation increased the release of opioid peptides in the vlPAG. Endogenous opioids, 

including  L‐ENK  and M‐ENK,  and  β‐endorphin,  are widely  expressed  in  the  brain.  Endogenous 

opioids contribute to the control of the descending pain modulatory system through the activation of 

δ‐,  μ‐,  κ‐  receptors,  and  nociceptin‐opioid  peptide  (NOP)  receptors.  By  order  of  preference,  the 

endogenous opioids, such as ENKs, β‐endorphins, and Dyn, bind to δ‐, μ‐, κ‐ receptors, respectively. 

Opioids are involved in both descending inhibition and descending facilitation from PAG pathways 

relayed in the RVM and LC, respectively. In the PAG‐LC circuit, μ‐opioid receptors inhibit a sub‐type 

of glutamate neurons, which project to NA LC neurons. Opioids are also involved in the mediation of 

descending  inhibition  from  the  LC  through  μ‐opioid  receptor‐mediated  inhibition  of  GABAergic 

neurons that disinhibit NA neurons projecting to the spinal cord (Tavares et al. 2021). 

ENK‐containing  terminals  occur  throughout  the  PAG  but  are  densest  in  the  vlPAG,  and  are 

apposed to GABA and non‐GABA‐containing dendrites, as well as PAG output neurons that project to 

the RVM. A portion of  the PAG‐RVM projection neurons  express  μ‐opioid  receptors and  δ‐opioid 

receptors, indicating that endogenous opioids directly inhibit some PAG‐RVM output neuron. Some of 

the ENK‐containing neurons  in the PAG send projections to the AMY and the NAc,  indicating that 

opioid  release  in  these  areas may help  to  coordinate  the  response  to pain  in higher  structures.  β‐

Endorphin‐containing fibers from the hypothalamic arcuate nucleus (HYP ARC) project strongly to 
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the PAG. Stimulation of the HYP ARC increases the release of β‐endorphin in the PAG, but stimulation 

of the PAG predominately increases release of M‐ENK. Both M‐ENK and β‐endorphin are full agonists 

at μ‐opioid receptors. Endomorphin 2‐containing neurons from the HYP project to PAG and RVM. This 

peptide  is  a partial  agonist  at μ‐opioid  receptors  in  the PAG. β‐Endorphin  release  in  the PAG  is 

associated  with  stress‐induced  analgesia  as  well  as  peripheral  injury.  Similar  increases  in 

endomorphin  2  concentrations  occurred  following  neuropathic  pain.  Stimulation  of  the  AMY 

induced release of the κ‐opioid receptors agonist Dyn in the PAG, but Dyn did not elicit analgesia 

when  micro‐injected  into  the  PAG.  Thus,  the  endogenous  opioid  system  responds  to  painful 

situations by activating opioid receptors in the PAG (Bagley and Ingram 2020). 

Opioid‐triggered  analgesia was mediated  by  vlPAG  to RVM  projections, while  non‐opioid‐

triggered analgesia could be elicited by projections of the lateral PAG (lPAG) and the dorso‐lateral 

PAG  (dlPAG)  to  RVM  (Peng  et  al.  2023).  Stimulation  of  the  vlPAG  produced  opioid‐mediated 

analgesia, as well as freezing and quiescent behaviors, whereas stimulation of the lateral PAG column 

and more dorsal columns produced escape behaviors such as jumping and flight responses (Bouchet 

and Ingram 2020; Mills et al. 2021). μ‐Opioid, δ‐opioid, κ‐opioid, and nociception/orphanin receptors 

(NOPRs)  are  prevalent  in  the  PAG  region.  NOPRs  can  presynaptically  inhibit  GABAergic  and 

glutamatergic neurons  in  the vlPAG and postsynaptically  inhibit PAG‐RVM projections,  leading  to 

hyperalgesia and reverse opioid‐induced analgesia (Peng et al. 2023). – Given the dense expression of 

μ‐opioid receptors and the role of DA in pain, the recently characterized DA neurons in the vPAG/DRN 

are a potentially crucial site for the anti‐nociceptive actions of opioids. In a mouse line, μ‐opioid receptor 

activation led to a decrease in inhibitory inputs onto the vPAG/DRN DA neurons. These neurons also 

expressed  the vesicular glutamate  type 2  transporter and co‐released DA and glutamate  in a major 

downstream projection structure ‐ the bed nucleus of the stria terminalis (BNST). Hence, vPAG/DRN 

DA neurons likely play a role in opiate anti‐nociception, potentially via the activation of downstream 

structures through DA and glutamate release (Li et al.2016). 

The descending pain modulatory circuit is sexually dimorphic. Male rats have significantly higher 

concentrations of the μ‐opiod receptors in the vlPAG than cycling females, and selective lesions of μ‐

opiod receptors disrupt morphine analgesia in males, but not females (Bagley and Ingram 2020).     

Nitric Oxide (NO) 

NO concentrations in brain nuclei, such as the hippocampus (HIPP) and brainstem, are involved 

in  morphine  analgesia,  but  the  relationship  between  the  dorsal  HIPP  and  the  dlPAG  needs 

clarification. In Wistar rats, morphine administered  intra‐peritoneally ten minutes before formalin 

injection  into  the  left hind paw reduced  inflammatory pain  in  the early and  late stages of  the rat 

formalin  test. High  levels  of NO  in dlPAG may  regulate  the pain process  in downward  synaptic 

interactions (Hashemi et al. 2022). 

Brain‐derived Neurotrophic Fator (BDNF) 

Data suggest that BDNF plays an important role in descending pain modulation, likely through 

the PAG‐RVM pathway. In the four sub‐regions of PAG, the distributions of BDNF mRNA and protein 

differ. Both neurons and astrocytes expressed BDNF, but not microglia. In the formalin‐pain model, 

there were more BDNF‐containing neurons projecting to RVM being activated in the vlPAG than other 

PAG sub‐regions. BDNF‐containing projection neurons expressed the TrkB in addition to 5‐HT, NT, SP, 

CGRP, NO  synthase  (NOS),  and  parvalbumin.  It  is  speculated  that  BDNF  released  from  vlPAG 

projection  neurons might  participate  in  the  descending  pain modulation  through  enhancing  the 

presynaptic release of other neuroactive substances in the RVM (Yin et al. 2014). 

Glutamate 

Glutamate plays an important role in pain modulation via the PAG‐RVM. In the PAG, eight sub‐

types  of  glutamate  metabotropic  receptors  (mGluR1‐8)  exert  different  effects  on  nociception 

modulation, of which hyperalgesia was elicited by activating mGluR1 and mGluR5 (Group I), while 

activation of mGluR2, mGluR3 (Group II), and mGluR4, 6, 7, 8 (Group III) entailed analgesia. After 

administration  of  mGluR8  agonists  (S)‐3,4‐dicarboxyphenylglycine  (DCPG)  in  PAG,  glutamate 

transmission increased, then RVM ON‐cell firings were reduced and OFF‐cell activities were enhanced, 
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which  generated  anti‐nociception.  However,  intra‐PAG  micro‐injection  of  AMN082,  a  selective 

mGluR7 agonist, increased RVM ON‐cell activity while suppressing OFF‐cell activity, which produced 

hyperalgesia (Peng et al. 2023). Administration of glutamate into the PAG produces analgesia. Thus, 

transmission through AMPARs is required for the intact PAG‐RVM descending pathway (Doan et al. 

2015). 

GABA 

GABA also plays an important role in pain modulation via the PAG‐RVM pathway with a pattern 

similar to that of glutamate. There is an inhibitory projection from PAG to inhibitory RVM reticulo‐

spinal neurons. However, there were also PAG projections to the RVM that did not contain GAD67 

immuno‐reactivity. Both GAD67‐ and non‐GAD67‐immuno‐reactive PAG neurons project to RVM ON, 

OFF, and Neutral cells in the RVM. These inputs include a GAD67‐immuno‐reactive projection to a 

GAD67‐immuno‐reactive ON‐cells and non‐GAD67 projections to GAD67‐immuno‐reactive OFF‐cells. 

This pattern is consistent with PAG neurons producing anti‐nociception by direct excitation of RVM 

OFF cells and inhibition of ON cells (Morgan et al. 2008). 

Under normal conditions, PAG output neurons to the RVM are inhibited by GABA. Removal of 

this  inhibition  results  in  activation  of  the descending  pain modulatory  circuit  and  analgesia. This 

hypothesis has been supported by showing that GABAAR antagonists increase the firing of about three 

quarters of the PAG neurons and that injection of GABAAR antagonists or glutamate agonists into the 

PAG elicit anti‐nociception. Inhibition of GABA release is the primary driver of PAG neuron excitability 

when compared with opioid‐induced hyperpolarization. Nonetheless,  in  the rat, micro‐injections of 

opioids  into  the PAG  elicit  anti‐nociception  through  activation of  μ‐opioid  receptors, not  κ‐opioid 

receptors (Bagley and Ingram 2020). 

GABAB receptors mediate both presynaptic and postsynaptic effects in PAG. Activation of GABAB 

receptors yields analgesia in some PAG sub‐divisions. With whole‐cell patch‐clamp recordings on acute 

rat PAG slices, the responses of presynaptic and postsynaptic GABAB receptors were monitored. The 

GABAB agonist, baclofen, exhibited less efficacy and potency at GABAB postsynaptic versus presynaptic 

receptors. This sensitivity bias may contribute to synapse homeostasis (Chen et al. 2017). 

In  the  vlPAG,  GABAB  receptors  play  important  roles  in  pain modulation.  Using whole‐cell 

recordings on acute PAG slices from adult rats, ambient GABA were shown to exert a tonic inhibition 

on presynaptic terminals by binding GABAB receptors. Extracellular GABA accumulated by nipecotic 

acid, which blocks GABA transporters, strengthened GABAB receptor‐mediated PSI on both excitatory 

and  inhibitory  synapses.  Hence,  PAG  neurons  experience  GABAB  receptor‐mediated  inhibition 

determined by GABA transporters (Li et al. 2017a). 

Acute de‐sensitization  is defined as rapid attenuation of receptor‐mediated signaling. Multiple 

inhibitory  G‐protein‐coupled  receptors  (GPCRs),  including  GABAB  receptors,  resist  acute  de‐

sensitization  in  the presynaptic but not postsynaptic  compartments of  certain neurons  in mammal 

brains. With whole‐cell voltage‐clamp recordings on acute PAG slices from adult rats, GABAB receptors 

resisted acute de‐sensitization  to prolonged administration of baclofen  (GABAB receptor agonist)  in 

both  presynaptic  and  postsynaptic  compartments.  The  de‐sensitization  resistance  of  postsynaptic 

GABAB  receptors was  independent of presynaptic  alteration  and vice versa. The GABAB  receptor‐

mediated inhibition at inhibitory presynaptic terminals also showed no de‐sensitization. This suggests 

that GABAB  receptor‐mediated  inhibition  remains  functional  in both postsynaptic  and presynaptic 

compartments to sustained agonist administration in rat PAG neurons (Liu et al. 2013). 

2.5.2. Rostral Ventro‐Medial MEDULLA (RVM) 

RVM neurons respond to nociceptive input through an ascending relay from the PBN. The PAG 

sends dense projections to the RVM, which provides the predominant output from the descending pain 

modulatory  PAG‐RVM  pathway  to  the  spinal  cord.  In  the  rat,  PAG‐to‐RVM  projections  are  both 

glutamatergic and GABAergic. The GABAergic projections  impinge primarily on GABAergic RVM 

neurons projecting to the spinal cord (Bagley and Ingram 2020). 
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RVM function is modulated by several neuromodulators including DA, NA, 5‐HT, SP, CCK, NT, 

eCBs, endogenous opioids, and neurotransmitters including ACh, glutamate and GABA. 

Dopamine (DA) 

The contribution of PAG DA neurons (DAergic) to pain modulation via the vlPAG‐RVM axis is 

little known. There may be DA neurons in the vlPAG, but no direct DA projections from the PAG to 

RVM. DA may however activate  the DA  receptor 2  (D2R), which was  expressed  in PAG GABA 

neuron. Injection of the D2R agonist quinpirole but not DA receptor 1 (D1R) agonists into the vlPAG 

modulated PAG‐RVM projections,  increased  the  threshold  for  the paw‐withdrawal  response and 

induced protective reactions to pain. D2R activation blocked μ‐opioid‐receptor‐induced inhibition of 

GABA  neurons  and  reduced  presynaptic  GABA  neurotransmission,  leading  to  a  decrease  in 

inhibitory  input  to vlPAG DA neurons and anti‐nociception.  In contrast,  the administration of D‐

amphetamine to vlPAG inhibited RVM ON‐cells by PAG GABA neurons, although increased PAG 

glutamatergic projections to RVM OFF‐cells were not involved in anti‐nociception effects. It has been 

speculated that the analgesic effects of PAG DA neurons are mediated by indirect modulation of the 

RVM, mainly by interfering with the opioid‐ and GABA‐mediated descending pathway of PAG‐RVM 

(Peng et al. 2023). 

Noradrenaline (NA) 

The  localization of catecholaminergic neuronal cell bodies, which project  to  the RVM, can be 

determined with tracing methods. A retrograde neuronal tracer injected into the center of the RVM, 

the NRM labeled NA neurons in LC (A6), A1, A5, A7 regions, as well as nucleus subcoeruleus and 

adrenaline neurons  in  the C1  region were double‐labeled, and  the  ratio of  their co‐existence was 

higher in A1, A5, A7 and C1 than in LC and nucleus subcoeruleus. No DA neurons in the midbrain 

and  forebrain were double‐labeled. Thus,  the RVM  is  innervated by  the ventral groups of  lateral 

tegmental NA and adrenaline neurons  in  the brainstem  (Tanaka et al. 1996). –  In  the barbiturate‐

anesthetized rat, the role of NA in regulating the activity of putative nociceptive modulatory neurons 

in  the RVM was assessed by  the effects of micro‐injection    of alpha‐adrenergic  receptor‐selective 

agents on the nociceptive threshold (as measured by the tail‐flick withdrawal response on noxious 

heat).  The  data  demonstrated  that  activation  of  α2‐adrenergic  receptors  in  the  RVM  produced 

hypoalgesia. However, when antagonists selective for either the α1‐ or α2‐adrenergic receptor were 

micro‐injected alone into the RVM, there was no change in the nociceptive threshold. Hence, the α2‐

adrenergic receptor has a postsynaptic  location and barbiturate anaesthesia suppresses a tonically 

active or noxious stimulus‐activated NA input to the RVM present in the awake animal (Haws et al. 

1990). 

Serotonergic (5‐HT) RVM Cells 

5‐HT is an evolutionary ancient biogenic amine. It is common in the CNS, PNS and the immune 

system.  In  general,  5‐HT  is  involved  in  almost  every  physiological  function,  including  pain 

transmission  (analgesia),  embryogenesis,  gastro‐intestinal motility,  peripheral  and  central  vascular 

tone, endocrine and circadian rhythms, regulation of sleep rhythm and body temperature, appetite, 

feeding, cognition, arousal, anxiety, mood, aggressiveness, social interactions, sexual and reproductive 

activity,  impulsive/compulsive behavior, behavioral  flexibility,  learning and memory, processing of 

expected and received rewards, and motor tone and motor functions. 5‐HT is important for regulating 

the signaling of nociception and itch, both by peripheral and central mechanisms (Haleem 2019; Olivier 

2015; Ploski and Vaidya 2021). 5‐HT cells can inhibit or facilitate nociception due to the existence of 

many  sub‐types of  5‐HT  receptors with opposing  effects  (De Felice  and Ossipov  2016). Selective 

activation of 5‐HT cells  in mice  induced persistent pain sensitization  (Cai et al. 2014). Hence,  the 

facilitatory effects appear to predominate over inhibition (Bannister and Dickenson 2016). 

Only a small amount of the body´s total 5‐HT is synthesized in the CNS. 5‐HT neurons display a 

substantial molecular and physiological heterogeneity, with different clusters co‐releasing glutamate, 

GABA and neuropeptides, and differing in their axonal projection patterns and behavioral states that 

they modulate. The functional responses to 5‐HT are mediated via seven different types of receptors 

which are  further divided  into at  least 15 sub‐types. All  the  types and sub‐types of 5‐HT receptors, 
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excluding 5‐HT3, are G‐protein coupled receptors. Accumulating evidence suggests that activation of 

the 5‐HT1A receptor sub‐type can modulate processing and control of signals associated with pain 

(Haleem 2019; Ploski and Aidya (2021). 

RVM 5‐HT neurons receive direct excitatory inputs from the S1. Moreover, nociceptive neurons 

located in spinal laminae V‐VIII project back to the NRM, but not the NRD, thus establishing a spino‐

NRM‐spinal loop for regulating the strength of nociceptive processing (Cortes‐Altamirano et al. 2018; 

Kuner and Kuner 2021). 

The role of RVM 5‐HT neurons in nociception is controversial. For example, in vivo recordings 

of 5‐HT neurons have shown that they are predominantly neural cells, but pharmacological blockade 

of 5‐HT signaling between the RVM and spinal cord has also shown that they can have both pro‐ and 

anti‐nociceptive effects (Nguyen et al. 2023). 

There are two populations of 5‐HT neurons in the RVM, those involved in local modulation and 

those giving  rise  to spinal projections. As  to  the  local 5‐HT neurons, direct micro‐injection of 5‐HT 

increased the release of 5‐HT in the NRM, modulating ON‐ and OFF‐cells in RVM through 5‐HT1R and 

5‐HT2R, which ultimately decreased TFL, and exerted an  inhibitory  influence on pain modulation. 

RVM 5‐HT projections to the spinal DH arise from the NRM and terminate densely in the superficial 

DH laminae I and II and in the deeper laminae IV‐VI. Stimulation, of RVM led to increased 5‐HT release 

in the spinal cord, contributing to bi‐directional effects on nociceptive modulation. Micro‐injection of 

NT  into  the  RVM  resulted  in  reduced ON‐cell  discharge  and  facilitated OFF‐cell  activation,  thus 

inducing anti‐nociceptive effects. Injection of EM‐2 into the RVM activated μ‐opioid receptors in spinal 

projection of 5‐HTergic neurons and increased descending 5‐HTergic facilitatory influences. In sum, 

evidence suggests that two types of RVM 5‐HT neurons can modulate spinal pain transmission in 

direct and indirect ways, which may be responsible for the bi‐directional effects on modulating pain 

in physiological and pathophysiological conditions. In addition, bi‐directional effects in nociception 

also depend on the activation of various sub‐types of the 5‐HT receptor (5‐HT1R‐7R). Generally, 5‐

HT1AR, 5‐HT2AR, and 5‐HT4R generate bi‐directional effects, while 5‐HT1B/DR and 5‐HT2CR are 

primarily anti‐nociceptive. By contrast, 5‐HT2BR is activated by facilitating CCK2R in RVM ON‐cells 

and induces hyperalgesia. In healthy conditions, spinal 5‐HT7Rs only have anti‐nociceptive effects 

(Peng et al. 2023). 

5‐HT injected into the RVM produces analgesia that is blocked by 5‐HT2 receptor antagonists. 

An  important modulator  of  5‐HT  activity  is  the  5‐HT  transporter  (SERT) which  reduces  5‐HT 

signaling  through  re‐uptake  into  the  presynaptic  terminal.  In  the  activity‐induced muscle  pain 

model, females show widespread pain and increased SERT expression in the RVM, while males show 

localized pain and no changes in SERT expression. Testosterone protects from the development of 

widespread pain,  and  females have widespread pain  in  the  activity‐induced pain model.  It was 

hypothesized that testosterone modulates 5‐HT signaling to enhance analgesia in female mice with 

widespread pain. Testosterone reduced the enhanced SERT protein expression and increased 5‐HT
2A
 

receptor mRNA expression  in  the RVM normally occurring  in the activity‐induced pain model  in 

females, but not males. Inhibition of SERT in the RVM was analgesic in both female and male mice. 

This  analgesia  was  blocked  by  co‐administration  of  5‐HT
2A
  antagonist.  In  situ  hybridization 

demonstrated co‐expression of SERT, 5‐HT
2A
 receptor, and androgen receptor mRNA in cells within 

the  RVM  in  female  mice.  Ativation  of  androgen  receptors  using  dihydrotestosterone  reduced 

hyperalgesia in female mice. These data show expression of androgen receptors in the RVM in female 

mice,  that  activation  of  androgen  receptors  reduces  nociceptive  behaviors,  and  endogenous 

testosterone modulates SERT and 5‐HT2 receptor expression (Plumb et al. 2025). 

Dopamine (DA), Noradrenaline (NA) and Serotonin (5‐HT) Interactions 

The 5‐HT, NA and DA systems  functionally  interact with each other  in complex manners. For 

example, DA  inputs up‐regulate 5‐HT and down‐regulate NA activity. 5‐HT systems exert negative 

influences  on NA  and DA  systems  through  5‐HT2A  and  5‐HT2C  receptor‐mediated mechanisms, 

respectively. On the other hand, while increased NA tends to depress DA activity, it can exert complex 

positive and negative influences on 5‐HT neurotransmission, mediated through α1‐ and α2‐adrenergic 
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receptors, respectively. Finally, glutamate and GABA tend to have bi‐directional regulatory influences 

on monoamines (Hamon and Blier 2013; Maletic and Raison 2009). 

Opioids 

The RVM is a crucial site for the supraspinal anti‐nociceptive actions of opioids. Spinally projecting 

5‐HT RVM neurons express μ‐opioid receptors. Although 5‐HT neurons comprise a minority of RVM 

neurons, they appear to be selectively apposed by an endogenous ligand of μ‐opioid receptors, EM‐2. 

Neurons containing EM‐2 exist primarily in the dorso‐medial HYP (DMH) and project to the RVM, and 

EM‐2 participates in HYP stimulation‐induced analgesia (Gu and Wessendorf 2007). 

Substance P (SP) 

In  RVM  ON‐cells,  neurokinin‐1  receptors  (NK1Rs)  of  SP  are  co‐expressed  with  NMDARs. 

Activation of NK1Rs through micro‐injection of the NK1R agonist SP or capsaicin    improved ON‐cell 

responses evoked by NMDARs but not those of OFF‐cells and promoted hyperalgesia (Peng et al. 2023). 

In  rats, ON‐  and OFF‐type neurons were  identified using noxious heat or mechanical  stimuli 

applied to the tail, and the effect of SP NK1Rs in the RVM was determined using extracellular single‐

unit recording combined with micro‐iontophoresis. Responses evoked by iontophoretic application of 

NMDA  were  determined  before  and  after  intra‐plantar  injection  of  capsaicin  or  iontophoretic 

application of SP. In OFF‐cells, capsaicin produced an extended pause in ongoing activity but did not 

alter the subsequent spontaneous discharge rate or NMDA‐evoked responses. By contrast, spontaneous 

discharge rates of ON‐cells increased after capsaicin, and their responses to NMDA increased >100% 

above  control  values.  The  increased  responses  to  NMDA  after  capsaicin  were  attenuated  by 

iontophoretic  application  of  a  selective  NK1R  antagonist.  Similarly  to  capsaicin,  iontophoretic 

application of a selective NK1R agonist increased the spontaneous discharge rate and NMDA‐evoked 

responses of ON‐cells by >100% of control values. A subset of neurons in the RVM had labeled NK1Rs, 

and nearly all of  these neurons were  immuno‐reactive  for  the NMDAR1  sub‐unit of  the NMDAR. 

Hence,  activation  of NK1Rs  in  the RVM  enhanced  responses  of ON‐cells  evoked  by NMDA. The 

activation  of NK1Rs  in  the RVM  and  the  ensuing  sensitization  of ON‐cells may  contribute  to  the 

development of central sensitization and hyperalgesia after tissue injury and inflammation (Budai et al. 

2007). ‐‐ RVM ON‐cells were activated by noxious algesic and pruritic stimuli and were pro‐nociceptive. 

Many  RVM‐spinal  projection  neurons  expressed  NK1Rs,  and  ON‐cells  were  excited  by  local 

administration  of  SP.  It  has  been    hypothesized  that  NK1R‐expressing  RVM  ON‐cells  exert  an 

inhibitory effect on itch opposite to their pro‐nociceptive action. Intra‐medullary micro‐injection of SP 

significantly potentiated RVM ON‐cells and reduced pruritogen‐evoked scratching while producing 

mild  mechanical  sensitization.  Chemogenetic  activation  of  NK1R‐expressing  RVM  neurons  also 

reduced  acute  pruritogen‐evoked  scratching.  Optotagging  experiments  confirmed  RVM  NK1R‐

expressing neurons to be ON‐cells. Hence, NK1R‐expressing ON‐cells in RVM play a significant role in 

the modulation of pruriceptive transmission (Follansbee et al. 2022). 

In mice, SP modulated  the  anti‐nociceptive  action of  intra‐thecal morphine  injections  in paw‐

licking/biting response evoked by subcutaneous injection of capsaicin into the plantar surface of the 

hindpaw. The  intra‐thecal  injection of morphine  inhibited capsaicin‐induced paw  licking/biting  in a 

dose‐dependent manner. SP  (25  and  50 pmol)  injected  intra‐thecally  alone did not  alter  capsaicin‐

induced nociception, whereas SP  at  a higher dose of  100 pmol  significantly  reduced  the  capsaicin 

response. Combination treatment with SP (50 pmol) and morphine at a sub‐threshold dose enhanced 

the anti‐nociceptive effect of morphine. This suggested that morphine‐induced anti‐nociception may be 

enhanced through SP (Komatsu et al. 2009). 
Cholecystokinin (CCK) 

Micro‐injection  of  CCK  exerted  no  direct  effects  on ON‐  or OFF‐cells. Only  at  high  doses 

(30 ng/200 nL), CCK  selectively  activated ON‐cells  and  produced  behavioral  hyperalgesia, while 

CCK  at  low  doses  (10 ng/200 nL)  attenuated  opioid  activation  of OFF‐cells  and  blocked  opioid‐

mediated analgesia. The anti‐opioid and pro‐nociceptive effects induced by CCK are thus mediated 

by OFF‐ and ON‐cells separately (Peng et al. 2023). Stress‐induced hyperalgesia (SIH) caused by a 

prolonged stress stimulus is accompanied by increases in the concentrations of CCK receptors in the 
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RVM.  In  rats,  social  defeat  stress  outcomes,  including  chronic  hyperalgesia  and  anxiety‐like 

behaviors, were attenuated by intra‐RVM injection of a CCK antagonist (Pagliusi and Gomes 2023). 

Micro‐injection of CCK at  low doses  into  the RVM attenuated opioid activation of OFF‐cells and 

blocked  opioid‐mediated  analgesia  without  exerting  direct  effects  on  ON‐  or  OFF‐cells.  Only 

administration  of  CCK  at  higher  doses  selectively  activated ON‐cells  and  produced  behavioral 

hyperalgesia (Peng et al. 2023). 

Neurotensin (NT) 

In awake rats, micro‐injection of NT into the RVM produced a dose‐dependent inhibition of the 

viscero‐motor response (VMR) to noxious colo‐rectal distension (CRD) that lasted 30 to 120 minutes. 

General motor function was unaffected after intra‐RVM injection of NT. Intra‐RVM injection of lesser 

doses of NT  enhanced  the VMR  to noxious CRD  that had  a  short duration  (18‐30 minutes)  and 

produced a leftward shift of the stimulus‐response function to graded CRD without a change in the 

slope of  the  function. Additionally,  intra‐RVM  injection of  the NT‐receptor antagonist SR48692  in 

naive animals produced dose‐dependent inhibition of VMR to noxious CRD, whereas a lesser dose 

enhanced  the VMR Hence,  endogenous NT  in  the RVM modulates VMR  to noxious CRD via  a 

prominent interaction with NT receptors that mediate facilitatory influences and a lesser interaction 

with NT receptors that mediate masked inhibitory influences (Urban et al. 1999). – Micro‐injection of 

NT or the selective NT receptor sub‐type 1 (NTR1) agonist PD149163 into the RVM produced dose‐

dependent  anti‐nociception,  and  could  be  partially  blocked  by  intra‐thecal  yohimbine,  an  α‐

adrenoceptor antagonist, and by methysergide, a 5‐HT receptor antagonist. Selective activation of 

NTR2 in the RVM also produced anti‐nociception. Data indicated that activation of NTR1 in the RVM 

produced anti‐nociception through spinal release of NA and 5‐HT, and that activation of NTR2 in the 

RVM produced anti‐nociception mediated by spinal release of NA (Buhler et al. 2008). – In lightly 

anesthetized rats, focal infusion of NT within the RVM were used to activate ON‐cells selectively. In 

awake animals, NT produced a dose‐related, bi‐directional effect on nociception when applied within 

the RVM, with hyperalgesia at low doses, and analgesia at higher doses. A combination of single‐cell 

recording and behavioral testing showed that ON‐cells are activated selectively by low‐dose NT, and 

that the activation of ON‐cells by NT resulted in enhanced nociceptive responding, as measured by 

the paw‐withdrawal reflex. Furthermore, higher NT doses recruited OFF‐cells  in addition  to ON‐

cells, producing  behavioral  anti‐nociception.  Selective  activation  of ON‐cells  is  thus  sufficient  to 

produce hyperalgesia, confirming the role of these neurons in facilitating nociception. Activation of 

ON‐cells likely contributes to enhanced sensitivity to noxious stimulation or reduced sensitivity to 

analgesic drugs in a variety of conditions (Neubert et al. 2004). 

Endocannabinoids (eCBs) 

Cannabinoid receptors consist of cannabinoid receptor 1 and 2 (CB1R, CB2R), among which CB1R 

is expressed in approximately one‐third of PAG neurons and is co‐expressed with μ‐opioid receptors. 

Activation of PAG CB1R decreases GABA release and activates mGlu5R, leading to the inhibition of 

RVM ON‐cells and disinhibition of OFF‐cells, ultimately  resulting  in analgesia  in both normal and 

neuropathic pain situations (de Novellis et al. 2005; Rea et al. 2007; Ossipov et al. 2010). – In rats, PAG 

cannabinoid or group I mGluRs are the involved in the formalin‐induced changes on the RVM ON‐ 

and OFF‐cell activities. Subcutaneous  injection of  formalin  into  the hind paw produced a  transient 

decrease (4‐6 minutes) followed by a longer increase (25‐35 minutes) in tail‐flick latencies. Formalin also 

increased the basal activity in RVM ON‐cells and decreased it in OFF‐cells. Intra‐PAG micro‐injection 

of  a  cannabinoid  receptor  agonist  prevented  the  formalin‐induced  changes  in RVM  cell  activities. 

Higher doses increased the tail‐flick latencies, delayed the tail‐flick‐related onset to ON‐cell burst, and 

decreased the duration of OFF‐cell pause. These effects were prevented by a CB1 cannabinoid receptor 

antagonist, or by a selective mGlu5 glutamate receptor antagonist. Hence, subcutaneous injection of 

formalin may modify RVM  neuronal  activities, which  is  prevented  by PAG  cannabinoid  receptor 

stimulation (de Novellis et al. 2005). The RVM endocannabinoid and opioid systems also have a critical 

role in acute SIA. The RVM is enriched with the CB1R, which produces analgesia when activated. Stress 

enhances  glutamatergic  signaling  into  the PAG,  leading  to  local  endocannabinoid production  and 
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signaling  to an analgesic state. As  to  the ECS, a potentiation of  the neurotransmission mediated by 

endocannabinoids within the RVM leads to an enhancement in SIA, which depends on the activation 

of local CB1 receptors (Pagliusi and Gomes 2023). 

Cannabinoids have been  associated with  a variety of pathologies,  such  as  chronic pain, brain 

injury, glaucoma,  asthma,  cancer  and AIDS‐associated  effects. Motor disorders  are  also of  concern 

because the control of movement is one of the more relevant physiological roles of the eCB transmission 

in the brain. Furthermore, Parkinson´s disease (PD) and Huntington´s chorea have a direct relationship 

with  eCBs  and  their  receptors  with  neurons  that  degenerate  in  those  disorders.  Finally,  other 

neurological  pathologies,  such  as Alzheimer´s  disease  or multiple  sclerosis  (MS)  present  a  strong 

alteration in the control of movement (Fernández‐Ruiz et al. 2002). 

Endogenous Opioids 

The RVM is thought to be the main site for opioid analgesia. Opioid receptors are abundantly 

expressed  in  the RVM,  including  the μ‐opioid  receptor,  κ‐opioid  receptor,  δ‐opioid  receptor, and 

nociception/orphanin FQ receptors, with especially high expression μ‐opioid receptor on ON‐cells.     

Activation of these receptors results in pre‐ and postsynaptic actions in the RVM in vitro, supporting 

the  in vivo electrophysiological evidence  showing direct  inhibition of RVM ON‐cells and  indirect 

activation  of  OFF‐cells.    Dense  ENK‐containing  fibers  impinge  on  RVM  ON‐cells  providing  an 

anatomical substrate for the modulation of ON‐cells by endogenous opioid peptides. Opioids in the 

RVM elicit anti‐nociception via reducing the pause in RVM OFF‐cells. ON‐cell firing is correlated with 

hyperalgesia and systemic morphine reduces ON‐cell firing consistent with the inhibition of ON‐cell 

firing by iontophoresis of μ‐opioid receptor agonists directly onto ON‐cells in vivo (Bagley and Ingram 

2020). 

Local application of morphine in the RVM itself is sufficient to produce anti‐nociception. As with 

systemic administration, iontophoretic application of morphine depressed the activity of ON‐cells. 

By contrast, no reliable changes in OFF‐cell firing were produced by iontophoretic administration of 

morphine. NEUTRAL cells were not affected. Hence, direct opioid responsiveness in the RVM was 

limited to the ON‐cell, implying that the anti‐nociceptive effect exerted by systemically administered 

morphine involves at least two components within the RVM: a direct inhibition of ON‐cells, and an 

indirect activation of OFF‐cells (Heinricher et al. 1992). 

In  the  PAG‐RVM  system,  μ‐opioid‐receptor‐  and  δ‐opioid‐receptor‐‐mediated  inhibition  of 

GABAergic  neurons  disinhibits  glutamatergic  (Glu)  neurons  projecting  to  the  RVM.  The 

administration of opioids  in  the RVM produces anti‐nociception  through direct  inhibition of pro‐

nociceptive μ‐opioid receptor‐expressing ON‐cells and indirect activation (i.e., disinhibition) of anti‐

nociceptive OFF‐cells. Neurons co‐expressing GABA and pre‐pro‐ENK functionally correspond to 

OFF‐cells and directly project onto nociceptor terminals in the DH to inhibit nociceptive transmission. 

Other GABAergic RVM neurons express μ‐receptors and project to pre‐pro‐ENK DH interneurons, 

facilitating the transmission of nociceptive information. Genetic approaches confirmed that μ‐opioid 

receptors activate the PAG‐RVM descending pathway via suppression of the inhibitory influence of 

local GABAergic interneurons (Tavares et al. 2021). – Opioids, but not eCBs, directly hyperpolarized 

RVM ON‐cells. RVM OFF‐cells paused firing in response to a nociceptive stimulus and just prior to 

the behavioral withdrawal from the stimulus. This pause response was reduced by opioids and eCBs, 

which prolonged the latency to withdraw from the stimulus, i.e., anti‐nociception. The drugs elicited 

firing of OFF‐cells by reducing GABAergic inputs to the cells. If OFF‐cells discharged and did not 

pause,  the  behavioral  output was  analgesia,  regardless  of  the  activity  of ON‐cells  (Bouchet  and 

Ingram  2020).  Activation  of  descending  κ‐opioid  receptor  neurons  in  the  RVM,  an  exclusively 

GABAergic population, robustly  inhibited nociceptive and pruriceptive behaviors, consistent with 

data indicating that κ‐opioid receptor neurons correspond to OFF‐cells (Nguyen et al. 2023). ‐‐ One 

of the main sources of endogenous opioid release into the RVM is the HYP. Whereas RVM ON‐cells 

express μ‐opioid receptors, OFF‐cells express κ‐opioid receptors. In addition to its effects through the 

ECS, the RVM also enhances SIA via the endogenous opioid system. SIA was found to be mediated 

by RVM μ‐opioid receptors. Chronic stress can increase the neurotransmission mediated by κ‐opioid 
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receptors during  the switch  from SIA  to SIH. Systemic κ‐opioid antagonism attenuated analgesia 

induced by social defeat stress, an effect probably mediated by spinal cord neurons expressing κ‐

opioid receptors. μ‐Opioid receptor agonists inhibit ON‐cells (pro‐nociceptive) and activate OFF‐cells 

(pro‐analgesia). Since  the activation of OFF‐cells  is mediated by PSI of GABAergic  terminals,  the 

ablation  of  μ‐opioid  receptor‐expressing  neurons  in  the  RVM would  negatively  affect  the  pro‐

nociceptive pathway. Selective ablation of the RVM μ‐opioid receptor‐expressing neurons attenuated 

SIH. This may  indicate  that  these  receptors are  involved  in SIA  and SIH by acting differentially 

through ON‐ or OFF‐cells in the RVM (Pagliusi and Gomes 2023). 

Cholinergic (ACh) Signaling in Brainstem Nuclei 

ACh  signaling  contributes  to  descending  modulation  of  spinal  nociceptive  processing.  By 

employing viral tracers in ChAT‐Cre mice, direct projections of ACh neurons in the RVM to DH lamina 

III have been suggested. There is also evidence indicating that nicotinic ACh signaling in the brainstem 

nuclei  stimulates descending  inhibitory pathways and mediates anti‐nociceptive effects  (Naser and 

Kuner 2018). 

Glutamate 

The  effects  of  GABA  and  glutamate  on  RVM ON‐  and OFF‐cells  are  important,  since  their 

dysfunction may represent a specific marker of ON‐ or OFF‐cells. Approximately two‐thirds of RVM 

ON‐cells contain express GABA. Administration of  the GABAAR antagonist bicuculline methiodide 

caused  analgesic  effects,  although ON‐cells did  not  show  a  consistent  change  in  activity  (Peng  et 

al.2023). 

In barbiturate‐anesthetized rats, the activity of a characterized RVM neuron and paw withdrawals 

to heat (plantar surface) were recorded. Following three baseline trials, mustard oil was applied to the 

skin above the knee. Cell activity and paw‐withdrawal latencies were monitored for an additional 45 

minutes. Mustard oil produced an increase in ON‐cell firing associated with a substantial decrease in 

ipsilateral paw‐withdrawal latency. Blocking ON‐cell activation using local infusion of the NMDAR 

antagonist AP5  into  the  RVM  prevented  hyperalgesia.  Secondary  thermal  hyperalgesia  following 

mustard oil was also associated with a significant decrease in the firing of OFF‐cells. Depression of off‐

cell  firing  was  unaffected  by  AP5 micro‐injection.  The  firing  of  NEUTRAL  cell  was  unchanged 

following mustard oil and also unaffected by AP5 infusion in the RVM (Xu et al. 2007). ‐‐ Descending 

facilitatory  circuitry  that  involves  the  RVM  exerts  a  significant  role  in  the  development  of  anti‐

nociceptive tolerance and hyperalgesia following chronic morphine treatment. Ketamine, an NMDAR 

antagonist,  attenuates  opioid  anti‐nociceptive  tolerance.  In  male  rats  under  light  pentobarbital 

anesthesia,  parallel  recordings  of RVM  cell  firing  and  limb withdrawal  response were  performed 

following sustained systemic treatment with morphine or oxycodone at equi‐analgesic doses. On the 

sixth treatment day, ongoing activity and the response to noxious heat and pinch were determined in 

pro‐nociceptive  RVM  ON‐cells  and  anti‐nociceptive  OFF‐cells.  Chronic  oxycodone  induced  anti‐

nociceptive tolerance both in limb withdrawal and RVM cell activity. Chronic morphine induced anti‐

nociceptive tolerance  in  limb withdrawal accompanied by pro‐nociceptive heat response changes  in 

RVM ON‐ and OFF‐cells. A behaviorally sub‐anti‐nociceptive dose of acute ketamine reversed anti‐

nociceptive tolerance both to morphine and oxycodone in limb withdrawal and reversed the chronic 

morphine‐induced  pro‐nociceptive  discharge  changes  in  RVM  cells.  Hence,  NMDAR‐dependent 

descending pro‐nociceptive  circuitry  involving  the RVM has  an  important  role  in behavioral  anti‐

nociceptive tolerance to morphine but not oxycodone (Viisanen et al. 2020). Repeated intramuscular 

injections of glutamat increased the response of ON‐cells to glutamate by altering the activity of the 

NMDAR. By micro‐injection of the NMDAR antagonist AP5 into the RVM, only ON‐cell activities were 

inhibited,  while  activated  OFF‐cells  and  NEUTRAL  cells  were  not  affected,  exerting  a  block  of 

hyperalgesia. In models of neuropathic and inflammatory pain, the injection of low‐dose glutamate into 

the RVM facilitated nociception (Peng et al. 2023). 

GABA 

The  effects  of GABA  and  glutamate  on RVM ON‐  and OFF‐cells  are  important,  since  their 

dysfunction may represent a specific marker of ON‐ or OFF‐cells. Approximately two‐thirds of RVM 
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ON‐cells contain express GABA. Administration of the GABAAR antagonist bicuculline methiodide 

caused analgesic effects, although ON‐cells did not show a consistent change  in activity  (Peng et 

al.2023). 

Co‐expression of GABA and Opioid Receptors 

Data indicate a co‐expression of μ‐opioid receptor and GABA in ON‐cells. Activation of μ‐opioid 

receptor or δ‐opioid receptor produced a concentration‐dependent decrease of GABA overflow in the 

RVM, reduced  inhibitory GABAergic activity, and directly hyperpolarized ON‐cells. OFF‐cells are 

also GABA neurons. Activating GABAB receptors at low doses facilitated OFF‐cells, while these were 

inhibited at high doses (Peng et al. 2023). Thus, there appear to be more descending pain‐modulating 

patways.  In  vivo  opto‐  or  chemogenetic manipulations  and  trans‐synaptic  tracing  of  genetically 

identified RVM and DH neurons revealed an RVM‐spinal cord‐primary afferent circuit controlling 

pain thresholds. RVM GABA neurons facilitated mechanical pain by inhibiting DH ENK/GABAergic 

interneurons.  These  interneurons  gated  sensory  inputs  and  controlled  pain  through  temporally 

coordinated ENK‐ and GABA‐mediated PSI of somatosensory neurons. This descending disynaptic 

inhibitory circuit facilitated mechanical pain, and is engaged during stress (Franҫois et al. 2017). This 

may provide a potential mechanism for ON‐cell‐induced pain facilitation (Peng et al. 2023).   RVM 

neurons containing the NK1R, which are also GABAergic, were ON‐cells that facilitated nociceptive 

responses but suppressed pruritogen‐induced scratching behavior (Nguyen et al. 2023). 

2.5.3. Caudal Ventro‐Lateral Medulla (CVLM) 

Noradrenaline (NA) and Angiotensin II 

The CVLM is an important component of the supraspinal pain modulatory system. Relevant to 

the functions of the CVLM in pain modulation appear to be NA and angiotensin II. Administration of 

NA or the α2‐adrenoreceptor agonist clonidine into the CVLM inhibited local neurons and produced 

hyperalgesia. Angiotensin II injected into the CVLM induced hyperalgesia which was mediated by local 

angiotensin type 1 receptors (AT
1
 receptors). By a selective manipulation of the projections from the NA 

A5 cell group to the CVLMlat, it was proposed that CVLMlat neurons expressing AT
1
 receptors activate 

NA A5 neurons, which will  inhibit nociceptive transmission at the spinal cord.   Another  important 

neurochemical control system in the CVLMlat is mediated by opioids. In the VLM, μ‐opioid receptors 

are expressed mainly by CVLMlat neurons that do not project to the spinal cord and overexpression of 

opioids in the CVLM induces anti‐nociceptive effects (decreased behavioral nociceptive responses) and 

lower nociceptive spinal neuronal activation    (Martins and Tavares 2017). 

Noradrenergic (NA) A5 Cell Group 

Pain modulation  from  the  CVLM  is  partially  relayed  by  spinally  projecting  noradrenergic 

neurons of  the pontine A5 cell group, which  leave collateral  fibers at  the CVLM. The  injection of 

angiotensin II (Ang II) into the CVLM induced hyperalgesia mediated by angiotensin type 1 (AT1) 

receptors,  expressed  by CVLM  neurons  that do  not  project  to  the  spinal  cord.  The  effects were 

evaluated by lesioning the NA pontine A5 cell group by the retrograde transport of the selective toxin 

anti‐DA beta‐hydroxylase‐saporin  (anti‐DBH‐SAP)  from  the CVLM  in pain behavioral  responses 

elicited  by  Ang  II  injection  into  the  CVLM.  The  injection  of  anti‐DBH‐SAP  induced 

neurodegeneration restricted to the NA A5 cell group and confirmed by the decrease in the number 

of NA neurons only in the A5 group. Pain behavioral evaluation using the formalin test showed that 

Ang II injection into the CVLM induced hyperalgesia, which was partially prevented by lesion of the 

NA A5  cell  group with  anti‐DBH‐SAP.  Immuno‐staining  of AT(1)  receptors  in CVLM  neurons, 

retrogradely labelled from the NA A5 cell group, showed that CVLM neurons that project to the A5 

cells express AT(1) receptors, indicating that Ang II can directly modulate the CVLM‐A5 connection. 

Hence, Ang  II‐induced hyperalgesia elicited  from  the CVLM  is mediated by an  indirect pathway 

relayed at the pontine NA A5 group (Marques‐Lopes et al. 2010). 

Serotonin (5‐HT) 
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The  5‐HT  system  also  has  a  dual  action  depending  on  the  targeted  spinal  receptor, with  an 

exacerbated activity of  the excitatory 5‐hydroxytryptamine 3  (5‐HT3)  receptors  in neuropathic pain 

models (Tavares et al. 2021). The 5‐HT1A receptors are implicated in the central mechanisms of visceral 

pain. Data suggest organic  inflammation‐triggered neuroplastic changes  in the brain 5‐HT circuitry, 

whereby the contribution of 5‐HT1A receptors to supraspinal control of visceral pain in normal and 

post‐inflammatory conditions can be assumed. In male Wistar rats, micro‐electrode recordings from 

the CVLM neuron responses to CRD and electromyography (EMG) recording of CRD‐evoked viscero‐

motor  reactions were evaluated post‐colitis  changes  in  the effects of 5‐HT1A agonist buspirone on 

supraspinal visceral nociceptive transmission. In rats recovered from colitis, the CRD‐induced CVLM 

neuronal  excitation  and  viscero‐motor  reactions were  increased  compared  with  those  in  healthy 

animals,  revealing  post‐inflammatory  intestinal  hypersensitivity.  Intravenous  buspirone  dose‐

dependently suppressed CVLM excitatory neuron responses to noxious CRD in healthy rats, but caused 

dose‐independent increases in the already enhanced nociceptive activation of CVLM neurons in post‐

colitis  animals. These data  indicate  a  shift  from  anti‐  to  pro‐nociceptive  contributions  of  5‐HT1A‐

dependent  mechanisms  to  supraspinal  transmission  of  visceral  nociception  in  intestinal 

hypersensitivity conditions (Lyubashina et al. 2023). 

Endogenous Opioids 

An important neurochemical control system in the CVLMlat is mediated by opioids. In the CVLM, 

μ‐opioid receptors are expressed mainly by CVLMlat neurons that do not project to the spinal cord and 

overexpression  of  opioids  in  the  CVLM  induces  anti‐nociceptive  effects  (decreased  behavioral 

nociceptive responses) and lower nociceptive spinal neuronal activation (Martins and Tavares 2017). 

2.5.4. Dorsal Reticular Nucleus (DReN) 

Pain facilitation from the DReN is modulated by several neurotransmitters such as NA, opioid 

peptides, glutamate and GABA (Martins and Tavares 2017). 

Noradrenaline (NA) 

NA has a dual action in descending pain control. It exerts anti‐nociception due to inhibitory effects 

on the spinal cord. The NA system may induce pro‐nociception by directly acting on brainstem pain 

modulatory circuits, namely, at the LC and medullary DReN (Tavares et al. 2021). NA release in the 

DReN, measured by in vivo micro‐dialysis, increased during the formalin test. The reduction of NA 

release  in  the DReN by genetic manipulation of DReN‐NA afferents significantly attenuated pain 

behavior in the formalin test while increasing local extracellular concentrations of NA, by inhibiting 

its recapture, produced the opposite effect (Martins et al. 2013). The genetic manipulation of DReN‐

NA afferents was performed by a viral vector derived from the Herpes Simplex virus type 1 (HSV‐1) 

which is retrogradely transported from the DReN to its NA afferents, namely the LC and NA A5 cell 

group, where it selectively reduces NA synthesis The pain facilitatory actions of NA in the DReN are 

mediated through activation of α
1
‐adrenoreceptors (Martins et al. 2010). 

Endogenous Opioids 

In the DReN, opioids are an important local modulatory system that can directly and indirectly 

modulate  the spinal‐DReN‐spinal reverberative pathway. Opioids act  through direct  inhibition of 

DReN spinally projecting neurons that express μ‐opioid receptors and through disinhibition of ENK 

interneurons that receive input from GABAergic interneurons that express μ‐opioid receptors. These 

GABAergic  interneurons are also presynaptically  inhibited by δ‐opioid receptor‐expressing fibers. 

Local  over‐expression  of  opioid  peptides,  namely  ENK,  inhibited  DReN  pain  facilitation.  The 

activation  of  μ‐opioid  receptors  in  the DReN  plays  a  fundamental  inhibitory  role  in  the DReN 

(Tavares et al. 2021). δ‐Opioid receptors may indirectly modulate the activity of non‐projecting DReN 

neurons,  whereas  neurons  expressing  μ‐opioid  receptors  project  to  the  spinal  DH  or  act  as 

interneurons,  the  latter  of  which  co‐expressing  GABAB  receptors.  In  mono‐arthritic  rats,  the 

expression of μ‐opioid receptors decreased in the DReN whereas the concentrations of endogenous 

ENK remained unaltered (Pinto et al. 2008a). Opioids inhibit DReN pain facilitation. DReN neurons 

expressing μ‐opioid receptors project to the spinal DH or act as interneurons, the latter of which co‐

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  36  of  113 

 

expressing  GABAB  receptors.  Opioids  also  act  in  the  DReN  through  additional  inhibitory 

mechanisms,  likely  by  disinhibiting  ENK  interneurons.  Opioidergic  neurons  in  the  DReN  are 

modulated by GABAergic cells thereby controlling the descending facilitation of pain transmission. 

The DReN  exhibits  plastic  changes during  chronic  inflammatory  pain, with decreases  of  opioid 

receptor expression, which may account  for  increased descending  facilitation during chronic pain 

(Pinto et al. 2008a). Opioids responsible for the anti‐hyperalgesic action are mostly released from local 

interneurons but also from DReN afferent sources namely the RVM, the NA A5 cell group and the 

HYP (Martins and Tavares 2017). During neuropathic pain, the opioidergic modulation of brainstem 

pain control areas is altered, with the release of enhanced local opioids along with reduced expression 

and de‐sensitization of μ‐opioid receptors. In the DReR, the installation of neuropathic pain increases 

the levels of ENKs and induces de‐sensitization of μ‐opioid receptors, which may enhance descending 

facilitation from the DReN and impact the efficacy of exogenous opioids (Tavares et al. 2021). 

Glutamate 

Glutamate  plays  an  important  role  in  the  pro‐nociceptive  actions  of  the DReN  during  the 

formalin test since the blockade of AMPA/KA, NMDA and mGlu1 glutamate receptors by the local 

administration of the respective antagonists significantly reduced formalin‐induced pain behavior 

which was accompanied by a reduction of c‐fos expression at both the superficial and deep dorsal 

laminae (Ambriz‐Tututi et al. 2013). The tonic activity of glutamate at the DReN likely results from 

the sustained peripheral afferent input, induced by formalin injection, leading to increased activation 

of spino‐DReN‐spinal reverberative circuits (Martins ad Tavares 2017). 

GABA 

GABA is involved in the mediation of pro‐nociception from the DReN. GABA release in the DReN, 

measured by  in vivo microdialysis,  increased during  the  formalin  test and  it  increased DReN pain 

facilitation  through  activation  of GABAB  receptors.  Indeed, GABAB  receptors  knock‐down  at  the 

DReN, mediated by lentiviral vectors, or the pharmacological blockade, via the local administration of 

a  GABAB  antagonist,  significantly  attenuated  formalin‐induced  pain  behavior  while  the  local 

administration  of  a  GABAB  agonist  induced  the  opposite.  The  effect  of  GABA  is  likely  due  to 

disinhibition of the DReN spinally projecting neurons since a large proportion of GABAB receptors are 

expressed by local opioidergic neurons inhibiting DReN spinally projecting neurons. GABA might be 

released from local interneurons but also from IC, somatosensory and motor cortices, which represent 

the most important afferent pathways to the DReN and they are GABAergic (Martins ad Tavares 2017). 

Case Report: Acute Thoracic Pain Syndrome with Central Dysregulation of Descending Pain Modulation 

A 30‐year‐old man arrived at the emergency department following a high‐speed motor vehicle 

collision with severe, burning mid‐thoracic pain (T6–T8 dermatomes, rated 9/10 in intensity). The pain 

was  unrelieved  by  non‐opioid  analgesics  and  showed  poor  response  to morphine  administration. 

Accompanying  autonomic  signs,  including  diaphoresis  and  tachycardia  was  observed,  without 

obvious spinal cord injury on initial CT scan. Neurological exam was largely intact, except for mild 

allodynia  and  hyperalgesia  to  light  touch  and  pinprick  in  the mid‐thoracic  region. Reflexes were 

preserved. MRI spine revealed no cord compression but subtle edema in the dorsal horn of the spinal 

cord at the level T7, suggestive of transient contusion. CSF analysis ruled out infection. Functional MRI 

revealed  altered  functional  connectivity  between  the  ACC  and  vlPAG.  The  patient’s  ineffective 

response  to μ‐opioid analgesia suggest overactivation of descending  facilitation,  likely  triggered by 

initial peripheral injury and spinal DH sensitization. Trial of low‐dose ketamine infusion was initiated 

to reduce central sensitization and interrupt NMDA‐mediated glutamatergic transmission within the 

PAG and spinal DH. Within 12 hours, pain was reduced to 4/10. This case illustrates how disruption of 

the  PAG‐RVM‐DH  triad  and  its  neurochemical  modulators—opioids,  glutamate,  GABA,  and 

monoamines—can precipitate a refractory acute pain syndrome. Functional imaging and mechanistic 

insights allowed  for a  tailored  therapeutic approach  that  restored  the balance between descending 

inhibition and facilitation. After 48 hours, pain was manageable (2/10), and the patient was discharged 

on a tapering course of Pregabalin. 
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2.6. Nucleus Tractus Solitarii (NTS) 

The NTS contains a great diversity of neuroactive substances. Indeed, most of the substances 

identified within the CNS have also been detected in the NTS and may act, at this level, as classical 

transmitters and/or neuromodulators (Jean 1991). 

Galanin (GAL) 

The caudal NTS is involved in pain control and the cough reflex.   There are similarities between 

the characteristics of central processing of nociceptive and cough‐related inputs. GAL receptors have 

been found in the NTS and play a role in the inhibitory control of the cough reflex at the level of the 

caudal NT (Mutolo et al. 2014). 
POMC Neuron Effects 

The NTS contains POMC neurons, one of the two major sources of β‐endorphin in the brain. In 

behaving mice, optogenetic and chemogenetic activation of NTS POMC neurons produced sustained 

thermal analgesia that could be blocked by naloxone. It also produced analgesia in an inflammatory 

pain model (carrageenan) but not in a neuropathic pain model (tibial nerve transection). Inhibiting NTS 

POMC neurons did not produce any effect on basal nociception but inhibited (stress‐induced analgesia: 

SIA), unlike inhibition of HYP ARC POMC neurons. This indicates that NTS POMC neurons play a role 

in the generation of endogenous endorphinergic analgesia and can regulate cardio‐respiratory function 

(Patra et al. 2023). 
NMDA 

Decreasing  the expression of NMDAR  in the NTS using gene transfer to target receptor sub‐

units  and  evaluating  long‐term  effects  showed  that  the NR1 NMDAR  sub‐unit  is  critical  in  the 

regulation of tonic cardio‐vascular and nociceptive control (Marques‐Lopes et al. 2012).     

2.7. Parabrachial Nucleus (PBN) 

Adrenoceptors 

In the rat, formalin, injected into the plantar skin of one hindpaw, induced expression of c‐fos in 

the  ipsilateral  spinal DH  and  the  contralateral  PBN.  Two medetomidine  doses  administered  12 

minutes before  formalin  strongly  suppressed  the  expression of  c‐fos  in  the DH;  and  in  the PBN. 

Atipamezole produced a significant attenuation in the spinal cord and a complete reversal in PBN of 

the medetomidine‐induced suppression (Pertovaara et al. 1993). 

The nocioceptive information carried by nociceptive neurons of the PBN to neurons of the lateral 

division of the central amydala (CeA‐L) is considered to contribute to the affective components of 

pain  and  is  required  for  the  formation  of  conditioned‐fear memories  (Delaney  and Crane  2016). 

Single‐fiber  inputs  from  the  PBN  onto  the  CeA‐L  neurons  form  supra‐threshold  glutamatergic 

synapses with multiple release sites. This synapse is potently inhibited by NA, acting at presynaptic 

α‐2 receptors. This is mechanism of presynaptic modulation where the output of a large multiple‐

release‐site synapse is effectively regulated by endogenously released NA (Delaney et al. 2007). 

Noradrenaline (NA) Effects from cNTS 

The  PBN  is  critically  involved  in  aversive  processes,  and  chronic  pain  is  associated  with 

amplified activity of PBN neurons in rodent models of neuropathic pain. In mice, catecholaminergic 

input from the caudal NTS (cNTS) caused amplification of PBN activity and their sensory afferents. 

Noxious mechanical  and  thermal  stimuli  activated  cNTS  neurons.  These  stimuli  also  produced 

prolonged NA transients in PBN that far outlast the noxious stimuli. Similar NA transients could be 

evoked by  focal electrical  stimulation of  cNTS, a  region  that  contains  the NA A2  cell group  that 

projects densely on PBN. In vitro, optical stimulation of cNTS terminals depolarized PBN neurons 

and caused a prolonged increase the frequency of excitatory synaptic activity. A dual‐opsin approach 

showed that sensory afferents from the caudal spinal trigeminal nucleus (SpV) were potentiated by 

cNTS  terminal  activation.  This  suggests  that A2  neurons  of  the  cNTS  generate  long‐lasting NA 

transients in PBN, which increase excitability and potentiate responses of PBN neurons to sensory 

inputs (Ji et al. 2023). 

Endogenous Opioids 
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Endomorphin‐2 (EM2) has been localized to many CNS regions, including those that regulate 

anti‐nociception, autonomic function, and reward. Colocalization or shared distribution (overlap) of 

two neurotransmitters, or a transmitter and its cognate receptor, may imply an interaction of these 

elements in the regulation of functions mediated in that region. EM2 was co‐localized with SP and 

CGRP in the NTS and with SP, CGRP and MOR in the PBN (Greenwell et al. 2007). 

Synaptic Transmission 

Opioids can induce complex neuro‐adaptations, including in synaptic transmission. – In male 

and  female  Sprague  Dawley  rats,  the  use  of  patch‐clamp  recordings  in  acute  brainstem  slices 

demonstrated  a  concentration‐dependent,  bimodal  effect  of  opioids  on  excitatory  synaptic 

transmission. While a lower concentration of DAMGO, a selective agonist of the μ‐opioid receptor, 

induced long‐term depression (LTD) of synaptic strength (low‐DAMGO LTD), abrupt termination of 

a higher concentration  induced a high‐DAMGO LTP  in a sub‐population of cells. LTD  involved a 

mGluR‐dependent  mechanism.  In  contrast,  LTP  required  astrocytes  and  NMDAR  activation. 

Selective optogenetic activation of spinal and PAG inputs to the lateral parabrachial nucleus (lPBN) 

revealed that, while LTD was expressed at all PBN synapses; LTP was restricted to spino‐parabrachial 

synapses.  Thus,  there  exists  opioid‐induced  long‐term  plasticity  in  the  PBN  that  potentially 

modulates some adverse effects of opioids (Mussetto et al. 2023). 

GABAB Receptors 

Excitatory transmission between PBN axon terminals and CeA‐L neurons can be inhibited by a 

number  of  presynaptic  receptors,  including  α2‐adrenoceptors  (above)  and  GABAB  receptors. 

Activation of presynaptic GABAB receptors reduced this excitatory transmission by inhibiting N‐type 

Ca2+ channels (Delaney and Crane 2016). 

2.8. Hypothalamic and Midbrain Dopamine (DA) Neurons 

DA is a neurotransmitter, synthesized in both CNS and the periphery. DA can bind to different G 

protein‐coupled receptors (GPCRs) of five different sub‐types: D1, D2, D3, D4, and D5. DA may act 

both  as  an  inhibitory  and  excitatory  neurotransmitter  in  presynaptic  neurons  expressing  D1‐like 

receptors, depending on  the downstream opening of K+ or Na+  channels. DA  receptors are widely 

expressed  in  the CNS, but are also  found peripherally  in blood vessels, kidneys, heart,  retina, and 

adrenals controlling catecholamine release and the renin–angiotensin system. In the brain, D1 and D2 

are the most abundantly expressed DA receptors (D1 being the highest), and the two are rarely co‐

expressed in the same cells (Klein et al. 2018). 

2.8.1. Hypothalamic Dopamine (DA) Cell Cluster 

The  dorsal  posterior  HYP  contains  a  DA  cluster  called  A11  cell  group.  These  neurons, 

approximately 300 in rats and 130 in mice, project to the neocortex, which might be related to changes 

in  the  perception  of  ascending  sensory  information;  5‐HT  DRN,  promoting  cardio‐vascular  and 

sympathetic activity.   They also send descending projections as the source of spinal DA. The terminals 

are most concentrated in the superficial sensory‐related DH and inter‐medio‐lateral nucleus. The loss 

of A11 neurons causes a disinhibition of sensory inputs and favors the occurrence of abnormal visceral 

or muscular sensations. The spinal cord of rats, cats, monkeys, and humans express DA receptors D1, 

D2, and D3. DA and D
2
 agonists can depress  the monosynaptic reflex amplitude, dependent on D

3
 

receptors, since  this effect was absent  in D
3
 knockout mice. Hence, A11 modulatory neurons could 

hypothetically inhibit spinal somatosensory and sympathetic autonomic circuits (Klein et al. 2018). 

2.8.2. Midbrain Dopamine (DA) System 

The midbrain DA system, including VTA, substantia nigra pars compacta (SNc), retrorubral field 

(RRF), is diverse, with complex neurochemical, connectional, and physiological diversity. In primates, 

a dorsal tier of the DA neurons receives inputs from the ventral (limbic) striatum and the AMY and 

project widely  throughout  the cortex. A more ventrally  located DA group receives  inputs  from  the 
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limbic  and  association  areas of  the  striatum  and project widely  throughout  the  striatum  including 

sensory‐motor areas. These projections enable the DA system to affect a wide range of behaviors (Haber 

and Fudge 1997). In humans, projections of DA neurons from the SNc to the dorsal striatum, known as 

the  nigro‐striatal  pathway,  control movement  and motor  skill  learning.  The  VTA DA‐expressing 

neurons  influence  neural  systems  subserving  important  adaptive  functions  such  as  arousal  and 

locomotion,  control  of  intended  movements,  motivation,  reward,  maternal  and  reproductive 

behaviors,.re‐inforcement, learning and state of mind, as in, e.g., wanting and willingness to exert effort. 

The midbrain DA system is a structure that also contains locally and distantly projecting neurons that 

utilize as transmitters, either co‐expressed with DA or separately, GABA, glutamate, CCK and NT and 

possibly yet unknown  compounds  (Haber  and Fudge  1997; Yetnikoff  et al. 2014).  In  the VTA,  the 

different kinds of neurons interact via intrinsic connections and have differentiated external inputs and 

outputs (Morales and Margolis 2017). 

Meso‐limbic DA System 

The meso‐limbic DA system comprises neurons in the VTA and SNc, which send DA projections 

to the NAc. This system was originally described to mediate pleasure and goal‐directed movement 

associated with rewarding stimuli. However, DA, although crucial for reward processing, drives not 

the hedonic experience of reward (`liking´) but rather the instrumental behavior of reward‐driven 

actions (`wanting´). Phasic DA acts as an incentive salience signal underlying reinforcement learning. 

Moreover,  aversive  stimuli,  such  as  pain,  also  stimulate DA. Recent  evidence  suggests  that DA 

neurons  in  the VTA and SNc are heterogeneous populations tuned  to either  (or both) aversive or 

rewarding stimuli (Taylor et al. 2016). The meso‐limbic DA system plays a central role in motivated 

behaviors, including various types of reward and pleasure. Many DA neurons may release multiple 

neurotransmitters, and the physiological role of the co‐release of these transmitters has been revealed 

incrementally. Indeed, the meso‐limbic DA system and small molecules released in the NAc could 

contribute to pain modulation (Watanabe and Narita 2018). In the NAc core, DA binds preferentially 

to D2  receptors. Micro‐dialysis  supported  the  hypothesis  that  pain  alleviation  is modulated  by 

changes in DA levels in the NAc. In pain processing, DA pathways are used between NAc, VTA and 

medial PFC (mPFC) (Harris and Peng 2020; Mitsi and Zachariou 2016). 

Pain Modulation 

DA  neurotransmission  has  an  important  role  in  modulating  pain  perception  and  natural 

analgesia within supraspinal regions. The analgesic effects of DA receptors, particularly D1 and D2 

receptors are different in different CNS regions, including the ACC, IC, striatum, NAc, THAL, PAG 

and spinal cord. These regions express a high density of DA receptors, well suited for pain modulation. 

D2‐like receptors may exert a higher analgesic potency, but D1‐like receptors act in different manners 

across several mechanisms in the mentioned regions. In the striatum and spinal cord, anti‐nociception 

of DA  is mainly mediated by D2‐like  receptors, while  in  the NAc and PAG, both D1‐ and D2‐like 

receptors are involved as analgesic targets. D2‐like receptor agonists can act as adjuvants of μ‐opioid 

receptor agonists to potentiate analgesic effects and provide a better approach to pain relief (Wang et 

al. 2021; Wood 2008). Decreased levels of DA likely contribute to the painful symptoms that frequently 

occur  in PD.  In  addition,  abnormalities  in DA  neurotransmission  have  been  revealed  in painful 

clinical  conditions,  including  burning  mouth  syndrome,  fibromyalgia  (FM)  and  restless  legs 

syndrome. A role for DA in chronic regional pain syndrome and painful diabetic neuropathy has also 

been suggested (Wood 2008). – Conditioned pain modulation (CPM) is a psychophysical paradigm 

based on endogenous descending inhibitory pain modulation. In healthy subjects, CPM was assessed 

by  subtracting  the  response  to  a phasic painful heat  stimulus  administered  simultaneously with  a 

conditioning cold pain stimulus from the response to the same heat stimulus administered alone. CPM 

was applied prior to and 25 minutes following a subcutaneous injection of either apomorphine (a DA 

agonist) or a placebo. CPM following apomorphine administration increased by 27.3% and by only 4% 

following placebo administration. This suggest that DA pathways both participate in and enhance pain 

modulation, represented by CPM (Treister et al. 2013). – DA neurons in the SN projecting to the striatum 

form  the  nigro‐striatal  pathway, which  participates  in  the  control  of motor  function  and  learning 
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capabilities. This pathway controls procedural aspects of movements and motivated behaviors, since it 

projects to more dorsal basal ganglia (BG) areas where behavioral and cognitive habits are learned and 

stored. The nigro‐striatal DA system is also involved in central pain modulation, in which inhibition is 

modulated by D2 receptors, without the involvement of D1‐like receptors (Klein et al. 2018) 

CNS Dopamine (DA) Receptors 

The analgesic effects of DA receptors, particularly D1 and D2 receptors are different in different 

regions of the CNS, including the striatum, NAc, PAG and spinal cord. These regions express a high 

density of DA receptors. Thus are well suited for pain modulation. D2‐like receptors may exert a higher 

analgesic potency, but D1‐like  receptors act  in different manners across  several mechanisms  in  the 

mentioned regions. In the spinal cord and striatum, anti‐nociception of DA is mainly mediated by D2‐

like receptors, while in the NAc and PAG, both D1‐ and D2‐like receptors are involved as analgesic 

targets. D2‐like  receptor  agonists  can  act  as  adjuvants  of  μ‐opioid  receptor  agonists  to  potentiate 

analgesic effects and provide a better approach to pain relief (Wang et al. 2021). 

Dopamine (DA) in Nociceptors and Spinal Cord 

HYP DA located in the posterior region of the HYP (paraventricular nucleus: PVN) are produced 

by A11 neurons, which project to all levels of the spinal cord and provide the main source of spinal DA. 

DA receptors are expressed in primary nociceptors and spinal neurons located in different DH laminae, 

suggesting that DA can modulate pain signals by acting at both presynaptic and postsynaptic targets, 

and may thus influence the excitability of primary nociceptors and synaptic transmission to DH neuron. 

DA appears to exert both anti‐nociceptive effects mediated by D2‐like receptors and pro‐nociceptive 

effects mediated by D1‐like receptors (Puopolo 2019). 

Dopamine (DA) Effects on Spinal Nociceptive Reflexes 

An example of DA actions on  spinal nociceptive  reflexes  is  the  following.  In high  spinal  cats, 

noxious radiant heat induced reflex facilitation, with an early component being mediated by group III 

fibers and a late component by group IV fibers. After injection of L‐DOPA, the onset of reflex facilitation 

induced by noxious radiant heat was delayed by 4 to 10 s, i.e. the early component was blocked, while 

the  late  component  persisted. Presumably,  therefore, DA  preferentially  blocks  the  transmission  in 

nociceptive reflex pathways from group III fibers (Schomburg et al. 2011a, 2011b, 2012, 2013, 2015). 

Dopamine (DA) in Nucleus Accumbens (NAc) 

In  the  rat,  immediately  after  foot‐shock  termination,  extracellular  DA  concentrations were 

increased in the NAc shell but remained unaltered in the NAc core. Such activation, especially in the 

ventral striatum and NAc, also occurred after the application of acute noxious (thermal) stimulus. In 

rodents, voltammetry showed changes in NAc DA release upon termination of a noxious stimulus 

(tail‐pinch). DA release in the NAc was promoted by noxious tail stimulation and local VTA micro‐

injection of capsaicin. On  the other hand, non‐DA neurons  in  the VTA of anesthetized  rats were 

excited by aversive stimuli,  including pain. Moreover,  fMRI studies  in both humans and  rodents 

showed that the offset of a noxious stimulus resulted in increased activation of the meso‐limbic DA 

system (Mitsi and Zachariou 2016). 

Dopamine (DA) and Opioids in Prefrontal Cortex (PFC) 

Pain relief has a rewarding effect engaging activation of midbrain DA neurons, release of DA in 

the NAc, and opioid signaling in the ACC (Harris and Peng 2020; Kuner and Kuner 2021; Mitsi and 

Zachariou  2016;  Navratilova  et  al.  2024).  Anticipation  and  anxiety  of  pain  that  enhance  pain 

experience, activate brain regions including the PFC, entorhinal cortex (EC), anterior IC (aIC), AMY, 

ventral brainstem areas and PAG (Neugebauer et al. 2009; Tracey and Mantyh 2007). The cortico‐

limbic system  is rich  in opioids and opioid receptors. There  is preclinical evidence  for  their pain‐

modulatory effects  in different regions of this highly  interactive system, and potentially opposing 

functions of different opioid receptors. ACC´s and AMY´s role  in μ‐opioid‐dependent analgesia  is 

established, and μ‐opioid actions in the meso‐limbic system appear to be similar but remain to be 

determined in mPFC regions other than ACC. κ‐opioid signaling generally serves opposing functions 

whereas δ‐opioid signaling in the ACC has similar, if not synergistic effects, to μ‐opioid (Neugebauer 

et al. 2023). 
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In naive, sham, or spinal nerve ligated (SNL) rats, morphine was micro‐injected into three regions 

of the ACC or into the RVM, and pain behaviors were evaluated. In naive animals, the tail‐flick response 

was inhibited by morphine in the RVM, but not ACC. Within the RVM, opioids inhibited nociceptive 

transmission reflected  in both withdrawal  thresholds and affective pain behaviors. Activation of μ‐

opioid  receptors  within  specific  rostral  ACC  circuits,  however,  selectively  modulated  affective 

dimensions of ongoing pain without altering withdrawal behaviors. This suggests that ACC and RVM 

opioid  circuits differentially modulate  sensory and affective qualities of pain, allowing  for optimal 

behaviors that promote escape and survival (Gomtsian et al. 2018). 

Dopamine (DA) in Pain: Anti‐nociception or Motivational Salience? 

It has commonly been suggested that DA is anti‐nociceptive by virtue of its D2 receptors. Some 

work in humans supports this notion by showing increased affective pain ratings after dietary DA 

depletion and  increased conditioned pain modulation with D2‐receptor activation. However, on a 

variety of pain tests, no effects of DA manipulations have been reported. Observations suggest that 

the common feature is a motivational‐emotional component of the pain tests. In rodent studies, tonic 

pain assays, such as the formalin or writhing test, frequently reveal decreases in pain behavior with 

D2‐receptor activation than brief phasic pain stimuli, such as tail flick, hot plate, or paw pressure. In 

rats with ongoing post‐surgical pain, blocking DA release prevented conditioned place preference 

(CPP) associated with peripheral analgesia. In humans, DA manipulations have merely been shown 

to affect the affective component of pain or strong behaviorally relevant stimuli such as immersion 

of the hand in ice water. Moreover, striatal DA release positively correlated with the magnitude of 

perceived pain, which strongly contradicts direct anti‐nociceptive effects of DA release. Hence, DA 

release  is  no  longer  equated  with  pleasure  or  reward.  Instead,  DA  neurons  are  considered  a 

heterogeneous population of neurons that respond to both appetitive and aversive stimuli to mediate 

motivated behavior. Release of DA after an acute painful stimulus may act as a salience cue and be 

critical for approach or avoidance behavior (Taylor et al. 2016). 

Case Report: Dopamine‐mediated Yawning‐Fatigue syndrome   

A 59‐year‐old man presented with recurrent, activity‐induced episodes of yawning and fatigue, 

specifically  triggered  by mild  exertion  of  his  right  leg  (e.g.,  pushing  a  bicycle).  These  symptoms 

emerged following an L4‐5 disc herniation but were not directly related to radicular pain anymore. 

Neurological, endocrine, and cardiopulmonary evaluations were unremarkable. Provocation  testing 

with  apomorphine  (a  DA  receptor  agonist)  replicated  symptoms,  while  subcutaneous  and  oral 

morphine (μ‐opioid receptor agonist) effectively relieved them, suggesting dysregulated dopaminergic 

signaling—likely  involving  hypothalamic  D3  receptor  pathways—alongside  potential  autonomic 

dysfunction. He was successfully  treated with a  low‐dose oral morphine  regimen prior  to physical 

exertion, preventing  the yawning‐fatigue attacks  (Dibaj et al. 2020).  In a  follow‐up study,  the same 

patient  underwent  a  structured  graded  activity  program. Over  several months,  the  intensity  and 

duration of physical exertion were incrementally increased. Eventually, the patient was able to perform 

the same physical activities without needing opioids and remained symptom‐free, indicating successful 

desensitization  (Dibaj  et  al.  2021; Dibaj  and Windhorst  2024b). This outcome  suggests  that graded 

physical  therapy  can  modulate  the  underlying  neurophysiological  circuits,  offering  a  non‐

pharmacologic approach to managing similar dopaminergic fatigue syndromes. 

2.9. Brainstem Noradrenergic (NA) Cell Groups 

NA typically regulates sleep patterns, focus, and alertness, while adrenaline controls the adrenal 

glands, sleep, alertness, and the fight‐or‐flight response. As a major monoamine neurotransmitter, 

DA has essential roles regulating motoneurons (MNs), spatial memory function, motivation, arousal, 

reward and pleasure, as well as in lactation, sexual behavior, and nausea (Klein et al. 2018). 

In addition to the axis from PAG via RVM to the DH and SpV axis, other brainstem regions are 

able to significantly modulate incoming peripheral nociceptive signals. One source are brainstem NA 

neurons.  The  LC  releases  NA  that  can  have  both  inhibitory  and  facilitating  effects  on 

neurotransmission throughout the CNS via the activation of α1 and α2 adrenoreceptors (Mills et al. 
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2021). NA is mainly emitted by peripheral sympathetic nerve fibers and central brainstem cell groups 

A1‐A7. 

Noradrenaline (NA) Sources 

Multiple separate and distinct descending inhibitory systems are capable of modulating spinal 

nociceptive transmission. Brainstem sites previously considered to be primarily involved in cardio‐

vascular  function  and  autonomic  regulation  (e.g., NTS;  LC/subcoeruleus; A5  cell  group;  lateral 

reticular  nucleus)  play  a  role  in  the modulation  of  spinal  nociceptive  transmission.  From  these 

brainstem  sites,  spinal  monoamines  (NA  and  5‐HT)  mediate  stimulation‐produced  descending 

inhibition of nociceptive transmission. The LC/subcoeruleus, PBN, the Kölliker‐Fuse nucleus and the 

A5  cell  group  are  possible  sources  of  the  spinal  NA  innervation  involved  in  the  centrifugal 

modulation  of  spinal  nociceptive  transmission.  There  is  evidence  suggesting  that  the 

LC/subcoeruleus  plays  a  significant  role  in  a  functionally  important  descending  inhibitory NA 

system. Focal electrical stimulation  in  the LC produced anti‐nociception and  increased  the spinal 

content  of  NA  metabolites.  The  inhibition  of  the  nociceptive  withdrawal  tail‐flick  reflex  (TFR) 

produced  by  electrical  stimulation  in  the  LC/subcoeruleus  is  mediated  by  postsynaptic  α2‐

adrenoceptors  in  the  lumbar  spinal  cord.  Similarly,  electrical  or  chemical  stimulation  of  the 

LC/subcoeruleus inhibited noxious‐evoked DH neuronal activity (Jones 1991). 

Spinal Actions 

Brainsten NA cell groups exert pain control via actions on the DH. The LC is the largest NA cell 

group in the brain and is involved in the descending modulation of pain, mainly through direct spinal 

cord projections and indirect effects on RVM activity via NA projections. NA exerts intrinsic control 

of pain through action on α
1
‐ and α

2
‐adrenoceptors. In the spinal DH, NA released from descending 

pathways originating in the pontine A5‐A7 cell groups attenuates pain by inhibitory action on α2A‐

adrenoceptors on  central  terminals of primary  afferent nociceptors  (PSI), by direct  α
2
‐adrenergic 

action  on  spinal pain‐relay neurons  (postsynaptic  inhibition),  and  by  α₁‐adrenergic  activation  of 

inhibitory interneurons. Moreover, α2C‐adrenoceptors on axon terminals of excitatory interneurons 

might contribute to spinal control of pain (Pertovaara 2013). 

2.10. Hypothalamus (HYP) 

The HYP is a diencephalic complex structure in the basal forebrain (BFB), consisting of several 

nuclei (Takayanagi and Onaka 2021). The HYP comprises thousands of distinct cell types that form 

redundant yet functionally discrete circuits (Fong et al. 2023). 

The  HYP  is  involved  in  multiple  functions  serving  homeostasis,  which  is  defined  as  the 

maintenance of  the  internal environment  that  includes physiological variables  such as heart  rate, 

blood pressure, body  temperature and blood sugar concentration within a certain narrow ranges. 

Specific  functions  include  stress  responses,  control  of  arousal,  regulation  of  sleep/wake  cycles, 

regulation of body temperature and metabolism, feeding behavior, and reproductive behavior etc. 

(Takayanagi and Onaka 2021). 

Nociceptive inputs reach the HYP via several pathways. Some of the substances produced in the 

HYP are  involved  in pain modulation. Neurons of  the HYP PVN  release CRH, which modulates 

stress response by acting on various brain regions. The HYP OXT, AVP, ORX and DA are important 

modulators of pain and emotional processing (Donadon et al. 2018; Jurek and Neumann 2018; Kuner 

and Kuner 2021; Fig. 3).    The STTr sends collaterals to HYP, also indirectly via the noradrenergic A1 

cell group  (Fig. 3; Kuner and Kuner 2021). The HYP receives converging nociceptive and visceral 

inputs from the spinal DHs and trigeminal nuclei (Benarroch 2006), and direct and indirect (via PBN 

and NA A1  cells)  nociceptive  inputs  from  the  STTr  (Kuner  and Kuner  2021).  In mice,  formalin 

injection induced significantly increased expression of fos in the PVN, among which OXT‐containing 

neurons  are one neuronal phenotype. Under  inflammatory pain, neurons  in  the  lPBN may play 

essential roles in transmitting noxious information to the PVH (Ren et al. 2024). – The different HYP 

nuclei receive and emit differentiated inputs and outputs. By and large, in addition to nociceptive 

inputs,  the HYP  receives direct or  indirect  inputs  from  somatic and visceral sensory  receptors of 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  43  of  113 

 

different kinds, as well as  from  the HIPP  formation, gyrus cinguli, piriform cortex, orbito‐frontal 

cortex (OFC), mammilary body, septum, AMY, THAL, from retinal, olfactory and auditory fibers, 

from the brainstem RF, PAG, raphé nuclei, LC,and NTS (Brodal 1981). 

In part,  the  efferent HYP projections are  reciprocal  to  the afferent  inputs. Among  `ascending´ 

connections,  the mamillary  tract  to  the anterior THAL nucleus  is  the most massive. Other efferents 

target the septum, HIPP, pulvinar, AMY, vlPAG, pretectal area, superior colliculi, midbrain RF, raphé 

nuclei, LC, NTS, dorsal motor nucleus of the vagus, pre‐ganglionic visceral nuclei, inter‐medio‐lateral 

cell column (IML) of the spinal cord (Brodal 1981). There is a descending HYP‐DH DA system. In the 

adult albino rat, cells in the PVN project to autonomic centers in the brainstem or in the spinal cord of 

the adult albino rat. Both OXT‐ and AVP‐stained cells in the PVH project to the spinal cord and (or) to 

the dorsal vagal complex (Sawchenko and Swanson 1982). 

Immuno‐histochemical analysis of hypophysiotropic and other neuropeptides reveals unique and 

striking neural perikarya, axons, and terminals containing specific peptide immuno‐reactivity. In some 

species, SP, angiotensin  II, CCK‐like  immuno‐reactivity, and ENKs occur  in nerve  terminals  in  the 

external  layer  of  the median  eminence.    All  of  these  neuropeptides  occur within HYP  neuronal 

structures, and most also occur, at  least to a  limited extent,  in deep nuclei of the telencephalon, the 

brainstem and spinal cord, whereas there are few in neurons of the cerebral cortex. These include SOM, 

VIP, and cholecystokinin‐like immunoreactivity (Elde and Hökfelt 1979). 

Descending Pain Modulation 

Various  types of  acute/chronic nociceptive  stimuli  cause neuro‐endocrine  responses  such  as 

activation of the HPA axis, as well as of OXT, AVP, ORX, and HYP DA systems. AVP, not CRH, 

predominantly activates the HPA axis in chronic multiple‐arthritis. It would therefore be valuable to 

simultaneously evaluate the effects of acute mono‐arthritis on the activity of the OXT/AVP system 

and the HPA axis. In adult male Wistar rats, an acute mono‐arthritic model induced by intra‐articular 

injection of carrageenan in a single knee  joint was used. Acute mono‐arthritis was confirmed by a 

significant increase in knee diameter in the carrageenan‐injected knee and a significant decrease in 

the mechanical nociceptive  threshold  in  the  ipsilateral hind paw.  Immuno‐histochemical analysis 

showed  that  the  number  of  Fos‐immuno‐reactive  cells  in  the  ipsilateral  DH  lamina  I‐II  was 

significantly  increased,  and  the percentage  of OXT‐  immuno‐reactive  and AVP‐immuno‐reactive 

neurons expressing Fos‐immuno‐reactivity on both  sides of  the  supra‐optic  (SON) and PVN was 

increased  in  acute  mono‐arthritic  rats.  In  situ  hybridization  histochemistry  revealed  that 

concentrations of OXT mRNA and AVP mRNA in the SON and PVN, CRH mRNA in the PVN, and 

pro‐opio‐melanocortin mRNA  in  the anterior pituitary were also  significantly  increased. Further, 

plasma OXT, AVP, and corticosterone concentrations were significantly increased. All this suggests 

that acute mono‐arthritis activates ipsilateral nociceptive afferent pathways at the spinal level and 

causes simultaneous and integrative activation of the OXT/AVP system. In addition, the HPA axis is 

activated by both AVP and CRH in acute mono‐arthritis with a distinct pattern compared to that in 

chronic multiple‐arthritis (Nishimura et al. 2020). 

2.10.1. Hypothalamo‐Pituitary‐Adrenal (HPA) Axis 

Paraventricular Nucleus (PVN) 

The heterogeneous PVN synthesizes and releases neuropeptides such as CRH, OXT and AVP, 

thereby influencing a number of functions (Lamotte et al. 2021). 

Hypothalamo‐pituitary‐adrenal (HPA) Axis 
The PVN produces and releases CRH, which modulates stress responses (including to pain) by 

acting on various brain regions. In the median eminence, CRH is released into the portal bloodstream. 

CRH  stimulates  anterior  pituitary  cells  to  release  adreno‐corticotropic  hormone  (ACTH), which  is 

carried via the general bloodstream to the adrenal cortex where it causes the synthesis and release of 

glucocorticoids  (mainly  cortisol  in humans  and  corticosterone  in  rodents),  and where  it  releases 

adrenaline,  in conjunction with  inputs  from pre‐ganglionic neurons  (Cullinan 2009; Holsboer and 
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Ising  2021; Kvetnansky  et  al.  2009;  Stanton  et  al.  2019). Cortisol  can  bind  to  glucocorticoid  and 

mineralocorticoid  receptors  (GRs  and MRs,  respectively).  These  enable  both  rapid,  non‐genomic 

actions of cortisol as well as slow, gene‐mediated (genomic) actions (delayed by about 60‐90 minutes), 

and may last for several days to weeks. Perhaps as important as the initiation of this cascade of events 

is  the  act of  regulation,  and  shutting  the  system down when  appropriate  (i.e., once  the  stressor  is 

removed, to restore homeostasis in the body). Cortisol provides its own negative feedback to the HPA 

axis (via GRs), which is mediated at least in part by limbic and frontal structures such as the HIPP, and 

mPFC and AMY (Oyola and Handa 2017; Timmers et al. 2019). 
Corticotropin‐releasing Hormone (CRH) 

CRH is a 41‐amino‐acid neuropeptide involved in neuro‐endocrine, autonomic and behavioral 

stress  responses and pain modulation. CRH exerts  its biological  roles  through G‐protein coupled 

CRH1 and CRH2 receptors, which have different pharmacological profiles and distributions in the 

CNS and periphery. CRH is secreted from parvocellular neuro‐endocrine neurons of the HYP PVN 

in response to stressors (Neugebauer et al. 2020). 

In primates  and  rodents,  regions outside  the HYP host CRH‐containing neurons of varying 

density,  e.g.,  cerebral  cortex,  lateral  septum,  HIPP,  BNST,  AMY,  THAL,  HYP,  PAG  and  deep 

mesencepahlic nucleus (DMN), DA system and inter‐peduncular nucleus (IPN), PBN, raphé nuclei, 

LC, NTS, and others (Kelly and Fudge 2018). 

CRH is an integral part of the HPA axis. In the brainstem, CRH acts on the LC to influence NA 

modulation of pain  (Kuner  and Kuner  2021).  In midbrain DA neurons, CRH  is  thought  to have 

inhibitory and excitatory roles, the latter inducing a potentiation of synaptic transmission mediated 

by NMDARs, and resulting in glutamate release and DA activation (Kelly and Fudge 2018). CRH is 

also  expressed  in  nociceptors  and  their  neighboring  components,  giving  rise  to  hypotheses  for 

possible pain modulations at this level (Zheng et al. 2020). 

Extra‐hypothalamic Corticotropin‐releasing Hormone (CRH) Neurons 

In primates  and  rodents,  regions outside  the HYP host CRH‐containing neurons of varying 

density,  e.g.,  cerebral  cortex,  lateral  septum,  HIPP,  BNST,  AMY,  THAL,  HYP,  PAG  and  deep 

mesencepahlic nucleus (DMN), DA system and inter‐peduncular nucleus (IPN), PBN, raphé nuclei, 

LC, NTS, and others (Kelly and Fudge 2018). 

Corticotropin‐releasing Hormone (CRH) in CeA 

CRH attains particularly high levels in the CeA and BNST, playing a neuro‐modulatory role in 

synaptic  functions.  CRH‐expressing  neurons  in  CeA  are GABAergic  and  co‐localize with  other 

neuropeptides such as STT, NT, and Dyn, but not with ENK. CRH mRNA and protein expression in 

the CeA  is  increased  in neuropathic pain models. CeA neurons containing CRH and/or STT are a 

source of long‐range projections and serve major output functions, but CRH also acts locally to excite 

neurons  in  the  CeA  and  baso‐lateral  amygdala  (BLA).  In  rats  subjected  to  kaolin/carrageenan‐

induced knee‐joint arthritis, a CRH1, but not   CRH2, receptor antagonist (NBI27914 and Astressin‐

2B, respectively) decreased hyper‐activity of  lateral and capsular  (CeLC) neurons, suggesting that 

CRH1 receptors were activated endogenously. Pharmacological blockade of CRH1 receptors in the 

BLA  also  reduced  neuronal  sensitization  of  BLA  and CeLC  neurons  in models  of  arthritis  and 

neuropathic pain, respectively (Neugebauer et al. 2020). CRH administered into the CeA of normal 

animals  increased  nocifensive  reflexes  and  vocalizations  evoked  by  innocuous  and  noxious 

mechanical stimuli (compression of the knee joint). In anesthetized rats, CRH administration into the 

CeA at low concentrations increased, but at higher concentrations decreased activity of CeA neurons, 

suggesting opposing functions of the CRH receptor sub‐types. Increased CRH expression in the CeA 

produced mechanical  and  visceral  hyper‐sensitivity. High  doses  of  CRH  in  the  CeA  had  anti‐

nociceptive  effects on  thermal and mechanical  sensitivity  tests. Descending modulation of  spinal 

nociceptive processing by the CeA‐PAG connections has been implicated in acute SIA as well as anti‐

nociceptive effects of opioids acting  locally  in  the BLA  (Kuner and Kuner 2021). of CeA neurons, 

suggesting opposing functions of the CRH receptor sub‐types. Increased CRH expression in the CeA 

produced mechanical  and  visceral  hyper‐sensitivity. High  doses  of  CRH  in  the  CeA  had  anti‐
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nociceptive  effects on  thermal and mechanical  sensitivity  tests. Descending modulation of  spinal 

nociceptive processing by  the CeA‐PAG  connections has been  implicated  in acute  stress‐induced 

analgesia (SIA) as well as anti‐nociceptive effects of opioids acting  locally  in  the BLA  (Kuner and 

Kuner 2021). CRH2 receptors, which have different pharmacological profiles and distributions in the 

CNS and periphery. CRH is secreted from parvocellular neuro‐endocrine neurons of the HYP PVN 

in response to stressors (Neugebauer et al. 2020). 

CRH  administered  into  the  CeA  of  normal  animals  increased  nocifensive  reflexes  and 

vocalizations evoked by innocuous and noxious mechanical stimuli (compression of the knee joint). 

In anesthetized rats, CRH administration into the CeA at low concentrations increased, but at higher 

concentrations  decreased  activity  of  CeA  neurons,  suggesting  opposing  functions  of  the  CRH 

receptor sub‐types. Increased CRH expression in the CeA produced mechanical and visceral hyper‐

sensitivity. High doses of CRH in the CeA had anti‐nociceptive effects on thermal and mechanical 

sensitivity  tests.  Descending  modulation  of  spinal  nociceptive  processing  by  the  CeA‐PAG 

connections has been  implicated  in acute SIA as well as anti‐nociceptive effects of opioids acting 

locally in the BLA (Kuner and Kuner 2021). of CeA neurons, suggesting opposing functions of the 

CRH receptor sub‐types. Increased CRH expression in the CeA produced mechanical and visceral 

hyper‐sensitivity.  High  doses  of  CRH  in  the  CeA  had  anti‐nociceptive  effects  on  thermal  and 

mechanical sensitivity  tests. Descending modulation of spinal nociceptive processing by the CeA‐

PAG connections has been implicated in acute SIA as well as anti‐nociceptive effects of opioids acting 

locally in the BLA (Kuner and Kuner 2021). 

Corticosteroids 
Corticosteroids  have  been  used  as  a  supplementary  treatment  in  acute  inflammatory  pain 

conditions, but there appears to be a more direct role that steroids play in the generation and clinical 

management  of  chronic  pain.  The  end‐product  of  the  HPA,  cortisone,  modulates  nociceptive 

transmission at spinal level. In laminae I and II, nociceptive stimulation releases SP and CGRP, and 

with their expression co‐exists a high density of GRs. Termination of treatment with cortisone after 

four weeks leads to loss of an anti‐nociceptive effect (McEwen and Kalia 2010). 

Oxytocin (OXT) Neurons 

Generally, OXT has peripheral and central functions in breastfeeding, childbirth and maternal 

behavior, as well as in general health, adaptation, development, reproduction, and social behavior. 

Endogenous OXT  and  stimulation of  the OXT  receptors  (OXTRs)  support anti‐inflammation  and 

healing, stress‐coping, resilience, and patterns of growth. OXT also influences the autonomic nervous 

system  (ANS)  and  the  immune  system.  The  effects  of  OXT  are  context‐dependent,  sexually 

dimorphic, and altered by experience. OXTRs are epigenetically tuned by experience, especially in 

early  life  (Carter et al. 2020). OXT promotes multiple aspects of socio‐emotional and socio‐sexual 

behaviors, improves learning and memory abilities, modulates feeding, grooming, and drug‐seeking 

behavior, as well as  the activity of stress and pain systems  (Jurek and Neumann 2018). OXT also 

modulates various sensory modalities such as olfaction, touch and vision, as well as pain perception 

and anticipation, and social behavior and emotions. However, there are strong species‐dependent 

differences in the way OXT does so, which can be explained by differences in OXTR expression in 

brain regions processing sensory information (Althammer et al. 2021; Poisbeau et al. 2018). OXTRs 

are G‐protein‐coupled  receptors  able  to  excite  and  inhibit  neurons  due  to different mechanisms 

(Poisbeau et al. 2018). The  two OXTRs are distributed widely within  the brain. Brain OXTRs are 

species‐specific and often occur at low concentrations (Jurek and Neumann 2018). 

The regulatory sites of OXT are the cerebral cortex, including ACC and IC, the AMY, NAc, PAG, 

RVM, spinal cord, DRG neurons, and primary afferent fibers. Peripherally, OXTRs are expressed in 

the  terminal  nerve  endings  of  group  III  (Aδ)  and  group  IV  (C)  fibers  and were  able  to  inhibit 

nociceptive  firing. Local peripheral OXT blocked  the  first  sensorial activity of group  III  recorded 

(González‐Hernández et al. 2017). 
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The parvocellular cells  in particular project  to  the RVM, NTS, dorsal vagal complex, nucleus 

phrenicus and the spinal IML, possibly contributing to autonomic functions such as cardio‐vascular 

responses, respiration and gastric motility (Poisbeau et al. 2018; Yang et al. 2022). 

Pain Modulation 

OXT is an important modulator of pain and emotional processing. Analgesic OXT effects occur 

in multiple non‐human  species  including  rodents, dogs,  cats,  and  rabbits.particularly  in  a  social 

context. OXT exerts analgesic effects at target sites within ascending and descending pain pathways, 

from the spinal cord to limbic and cortical brain regions, which play a major role in the cognitive and 

emotional processing of pain (Boll et al. 2018; Yang et al. 2022). OXTRs are broadly expressed in CNS 

and also on peripheral sensory neurons, where they may bind and desensitize the TRPV1 receptor, a 

prominent sensor of heat, protons, and diverse algogens, thereby indicating analgesic actions for OXT 

(Kuner and Kuner 2021). 

Oxytocin (OXT) Effects in Sensory Afferents 

OXTRs  are  expressed  in  terminal  afferent nerve  endings  and  are  able  to  inhibit nociceptive 

neuronal firing. Local peripheral OXT blocked the first sensorial activity of group III (Aδ) and group 

IV  (C)  fibers  recorded  in  spinal  cord neurons. OXTR  is  expressed  in  the  sciatic nerve.  Immuno‐

fluorescence of primary afferent fibers suggested that OXTRs could be located in nociceptive‐specific 

terminals of the skin (González‐Hernández et al. 2017). In freshly isolated DRG neurons of rats, the 

modulatory effect of OXT on ATP‐activated currents (IATP) were determined using whole cell clamp 

technique. In most of the neurons, extracellular application of OXT suppressed IATP while there was 

no modulatory effect in the rest no modulatory effect. This OXT‐induced inhibition of IATP showed 

no voltage dependence, and could be blocked by a specific OXTR antagonist. Intracellular application 

of a chelator of Ca2+ ions could reverse the inhibitory effect of extracellular OXT, while inclusion of 

an inhibitor of CaMKII in the recording pipette did not affect this effect. This suggested that OXT 

inhibition on ATP‐activated currents was mediated by OXTRs  in  the membrane of DRG neurons 

(Yang et al. 2002; Zheng et al. 2021). 

Oxytocin (OXT) Actions in the Dorsal Horn (DH) 

While OXTRs  in  the  spinal DH participate  in  a  selective  inhibition  of  the  neuronal  activity 

mediated by group III (Aδ) and group IV (C) fibers but not group II (Aβ) fibers (González‐Hernández 

et al. 2017),   OXT neurons in the PVN send direct axonal projections to the superficial and central 

laminae  of  the  spinal  DH  (Fig.  3).  Parvocellular  axons  project  to  spinal  regions  processing 

somatosensory,  visceral  and  nociceptive  signals,  and  to  sympathetic  and parasympathetic  areas, 

providing the anatomical basis for modulation of nociceptic and autonomic signals (Poisbeau et al. 

2018). 

In rodents, OXY administered systemically or at CNS sites such as the spinal intra‐thecal space, 

caudate nucleus of the BG, NAc, AMY and PAG produced analgesia. Thus, rats were less sensitive to 

electrical, thermal, chemical and mechanical pain stimuli, and had less pain following acute stress, 

acute inflammation and neuropathic injury. In identified STT neurons, PVN stimulation decreased 

activity of WDR neurons to noxious but not innocuous stimuli. Intra‐thecal OXTR antagonists and 

bicuculline, a GABAAR antagonist, eliminated  the WDR responses  to PVN stimulation,  indicating 

that  the DH response  to PVN stimulation was due  to OXY and  that activation of  the GABAergic 

systems was  necessary  in  the  process.  It  has  been  hypothesized  that  descending  PVN  neurons 

synapse on GABAergic DH interneurons, which would then form inhibitory synapses on the afferent 

terminals of group III and IV fibers, but not group II fibers. Some effects appear to involve opioids. – 

Human data are more limited but suggest that OXY is able to modulate somatosensory transmission, 

particularly pain perception, and that endogenous OXT concentrations either are significantly lower 

among patients with chronic pain compared with healthy controls, or associated with enhanced pain 

sensitivity. Exogenous administration of OXY, too, seems to decrease pain sensitivity (Goodin et al. 

2015; Poisbeau et al. 2018). 

In the spinal DH of rats, OXT exerts a selective inhibition of the nociceptive group III and IV 

fiber activity, but not the activity of proprioceptive fibers, i.e., group II fibers. This inhibition could 
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be  implemented  by  a  direct  presynaptic  mechanism  or  be  mediated  by  GABA  interneurons. 

Ultrastructural analyses of the DH tissue showed that: (i) OXT and OXTR occurred in asymmetrical 

synapses; (ii) OXTRs were expressed by GABA interneurons (near unmyelinated fibers), CGRP fibers 

and  glial  cells;  (iii)  OXT  was  present  in  supraspinally  descending  projection  fibers  (Martínez‐

Lorenzana et al. 2021). 

In rats, the use of whole‐cell patch‐clamp technique and spinal cord slices showed that OXT had 

no effect on glutamatergic excitatory transmission while producing a membrane depolarization, and 

enhancement of GABAergic and glycinergic spontaneous inhibitory transmission (Kumamoto 2019). 

Oxytocin (OXT) Actions in other Central Structures 

Following noxious stimulation, OXT released in the blood stream from the SON in turn released 

β‐endorphin, L‐ENKs and M‐ENKs, but not Dyn in the PAG, thereby activating opioid‐dependent 

descending inhibition. The caudate nucleus has also been implicated in the anti‐nociceptive role of 

endogenous OXT. Direct activation of the SON increased the concentration of OXT in the caudate 

nucleus. OXT axons ascending from the parvocellular PVN part innervate limbic and cortical brain 

regions, particularly the CeA, and thereby mediate OXT effects on emotional processing, including 

the emotional components of pain. OXT effects on acute pain were associated with increased activity 

in the ventral striatum and decreased activation of the aIC. Moreover, OXT modulated the accuracy 

of pain anticipation, which correlated with decreased activation of  the posterior  insular cortex (pIC) 

(Kuner and Kuner 2021). 

Oxytocin (OXT) in PFC 

Neurons in the PFC can provide top‐down regulation of sensory‐affective experiences such as 

pain, while bottom‐up modulation of sensory coding  in  the PFC, such as OXT signaling from  the 

HYP regulates nociceptive coding  in the PFC, remains  little known. In vivo time‐lapse endoscopic 

Ca2+ imaging in freely behaving rats showed that OXT selectively enhanced population activity in the 

PL PFC in response to nociceptive inputs. This population response resulted from the reduction of 

evoked  GABA  inhibition  and  manifested  as  elevated  functional  connectivity  involving  pain‐

responsive  neurons. Direct  inputs  from OXT‐releasing  neurons  in  the HYP  PVN  are  crucial  to 

maintaining  this  prefrontal  nociceptive  response.  Activation  of  the  PL  PFC  by  OXT  or  direct 

optogenetic stimulation of OXT PVN projections reduced acute and chronic pain (Liu et al. 2023). 

Interaction between Oxytocin (OXT) and Dopamine (DA) 

Central OXT and DA play important roles in nociception at the spinal level as well as supraspinal 

structures, e.g. ACC, IC, AMY, NAc, and HYP.    The interaction between OXT and DA systems may 

be important in motivational behaviors, such as maternal and sexual behaviors, pair bonding, and 

salience. It has been proposed that an OXT‐DA interaction could be present in nociception (Gamal‐

Eltrabily and Manzano‐García 2018). 

Interaction between Oxytocin (OXT) and Serotonin (5‐HT) 

In Wistar rats subjected to long‐term secondary mechanical allodynia and hyperalgesia induced 

by formalin, lesion of the NRM reduced the PVN‐induced anti‐nociception, suggesting a functional 

interaction  between  the  OXT  and  the  5‐HT  system.    Intra‐thecal  application  of  OXT  or  5‐HT 

prevented  the  formalin‐induced  sensitization,  an  effect  mimicked  by  PVN  stimulation. 

Administration of OXT plus 5‐HT at  ineffective doses, produced anti‐nociception. Similar  results 

were obtained with PVN  stimulation plus 5‐HT.  In WDR  cell  recordings,  the PVN‐induced anti‐

nociception was enhanced by intra‐thecal 5‐HT. This suggested that 5‐HT mechanisms at the spinal 

cord level are partly involved in the OXT‐induced anti‐nociception (Godínez‐Chaparro et al. 2016). 

Vasopressin (AVP) Neurons 

The nonapeptide AVP acts as a hormone as well as a neurotransmitter or neuromodulator. As a 

hormone, its target organs include kidney, blood vessels, liver, platelets and anterior pituitary. As a 

neurotransmitter  or  neuromodulator, AVP  plays  a  role  in  autonomic  functions,  such  as  cardio‐

vascular  and  temperature  regulation.  It  is  also  involved  in  complex  behavioral  and  cognitive 

functions, such as sexual behavior, pair‐bond formation and social recognition. At the neuronal level, 

AVP acts by enhancing membrane excitability and by modulating synaptic transmission. In young 
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rats and mice, AVP exerts a powerful excitatory action on MNs. It acts by generating cationic inward 

currents and/or by reducing a K+ conductance.  In addition, AVP enhances the  inhibitory synaptic 

input  to MNs. Thus, AVP may  regulate  the  functioning of neuronal networks  involved  in motor 

control (Raggenbass 2008). 

Pain Modulation 

In rodents, AVP exhibits analgesic effects when applied by systemic, ICV, intra‐thecal, or sub‐

cutaneous injection. In humans, intra‐nasal AVP administration effectively treats headaches and pain 

after orthopedic surgery (Baba et al. 2022; Mavani et al. 2015). AVP has significant effects on pain 

perception via the CNS through receptors AVPR1a and AVPR1b located on neuronal cells including 

those  distributed  throughout  the HYP. AVP  can  increase  the  pain  threshold  to  painful  stimuli 

(Mavani et al. 2015). 

Vasopressin (AVP) Effects on Behavior 

In  rats,  the  analgesic  effects of  electrical  stimulation of  the HYP PVN was determined with 

chronically  implanted  electrodes  in  the  parvocellular  (PVN‐Pc)  and  magnocellular  (PVN‐Mg) 

divisions of the PVN. In AVP‐deficient (Brattleboro) and Long‐Evans rats, the involvement of AVP 

and  opioid  peptides was  compared  by  administering  the  opiate  antagonist  naloxone.  In  lightly 

anesthetized  rats,  at  least  ten  days  after  surgery,  the  analgesic  effects  of  PVN  stimulation were 

determined using  the  tail‐flick method, and using  the hot‐plate  test  in unanesthetized  rats. PVN 

stimulation produced marked analgesia in both tests. Thresholds did not differ significantly between 

Brattleboro and Long‐Evans rats and was not affected by naloxone administration. This  indicated 

that the PVN is part of the brainʹs pain inhibitory system, and showed that the analgesia induced by 

PVN stimulation is not mediated by neither AVP nor opioid peptides (Yirmiya et al. 1990). 

Peripheral Oxytocin (OXT) and Vasopressin (AVP) Effects 

As  by  OXT,  nociceptors  are modulated  by  AVP  (Zheng  et  al.  2021).  In  anesthetized  rats, 

extracellular unitary recordings were performed, measuring the evoked activity mediated by groups 

II (Aβ), III (Aδ), and IV (C) fibers and post‐discharge under sub‐cutaneous AVP using formalin and 

rotarod tests. Selective antagonists to AVP receptors (AVPR1A) or OXT receptors (OXTRs) were used. 

Additionally, AVP receptors and OXTRs were explored immuno‐histochemically in skin tissues. Sub‐

cutaneous AVP  induced  anti‐nociception  and  a  transitory  reduction  of  the  end‐tidal  CO2.  The 

neuronal activity associated with group  III and  IV  fiber activation was diminished, but no effect 

occurred on group  II  fibers. AVP also  reduced paw  flinches  in  the  formalin  test and a  transitory 

locomotor  impairment.  Hence,  sub‐cutaneous  AVP  produced  anti‐nociception  and  behavioral 

analgesia. Both AVPR1a and OXTR participated in those effects. Additionally, sub‐cutaneous AVP 

also produced important systemic effects such as respiratory and locomotor impairment. This may 

be explained by the demonstration of AVRR1A and OXTR in cutaneous fibers (Manzano‐García et 

al.  2018). AVP may modulate primary  afferent  activity of nociceptors  in  the  spinal DH  (Juif  and 

Poisbeau 2013; Stebbins et al. 1992).     

Peripheral hormonal actions of OXT and AVP on nociception and pain responses are not well 

known,  in particular  the effects of physiological blood concentrations of OXT and AVP on spinal 

nociception and on pain responses. In anesthetized male rats in vivo, increasing doses of OXT or AVP 

were  administered  intravenously,  and  the  nociceptive  processing  by  spinal  cord  neurons  was 

analyzed. The action potentials mediated by group IV (C) nociceptive fibers were strongly reduced 

(anti‐nociception) after intravenous injections of low doses of OXT or AVP, whereas an increase (pro‐

nociception)  occurred  at  higher  doses.  Anti‐nociceptive  and  pro‐nociceptive  effects  were  fully 

abolished in the presence of the OXTR antagonist and the AVP receptor antagonist type 1A (AVP1A), 

respectively.  This  was  confirmed  by  a  behavioral  model  of  forced‐swim‐stress‐(FST)‐induced 

analgesia associated with plasmatic release of OXT (and not AVP). SIA was transiently lost after i.v. 

administration  of  OXTR  antagonist.  Hence,  blood  concentrations  of  OXT  and  AVP  modulate 

nociception, windup plasticity and pain responses. The final target structures explaining these effects 

remains to be identified but are likely to be group IV (C)‐type nociceptors (Juif and Poisbeau 2013). 

Vasopressin (AVP) Effects in Dorsal Horn (DH) 
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In rats, the effects of intra‐thecal AVP on nociception were quantitatively evaluated using four 

pain tests: tail flick, tail‐shock vocalization, hot plate, and formalin, as well as motor effects. Intra‐

thecal AVP produced a prolonged anti‐nociception lasting at least 40 minutes on the tail‐flick and 

formalin tests, and a brief anti‐nociception lasting less than 20 minutes on the tail‐shock and hot‐plate 

tests.  In  addition,  intra‐thecal AVP  produced  scratching  bouts  and  suppressed  hindbody motor 

function. The motor inhibitory effects of AVP, although severe in some rats, were brief, lasting less 

than 15 minutes (Thurston et al. 1988). Of importance is the direct connection from HYP to DH. In 

naive Sprague‐Dawley rats, the PVN gives rise to a major AVP projection to the spinal cord, where 

the  spinal  cord‐projecting AVP neurons  are parceled  into  anatomically distinct  cell groups. This 

provides an anatomical basis for a selective activation of functionally different groups in the PVN as 

part of a behaviorally adaptive response, including modulation of autonomic activity at the spinal 

level  (Hallbeck  and  Blomqvist  1999).  Strangely,  this  particular  direct  projection  appears  not  to 

modulate spinal nociceptive processing. In contrast to OXT, AVP does not exert anti‐nociception in 

the DH. While both PVN  electrical  stimulation  and  topical  application of OXT  in  the vicinity of 

identified and recorded DH WDR selectively inhibited group III (Aδ) and IV (C) fiber responses, the 

topical administration of AVP on the same neurons did not affect the nociceptive responses (Rojas‐

Piloni et al. 2010). 

Strangely, while OXT modulates nociceptive transmission at the DH level, AVP does not. In the 

spinal  cord,  both  PVN  electrical  stimulation  and  topical  application  of  OXT  in  the  vicinity  of 

identified  and  recorded DH WDR  selectively  inhibited  group  III  and  IV  afferent  responses. The 

reduction in nociceptive responses caused by PVN stimulation or OXT administration was blocked 

with a selective OXT antagonist. By contrast, the topical administration of AVP on the same neurons 

did not affect the nociceptive responses. This suggests that the AVP descending projection does not 

modulate the anti‐nociceptive effects mediated by the PVN on DH neurons. Instead, it is the HYP‐

spinal OXT projection that regulates nociceptive information (Rojas‐Piloni et al. 2010). 

Vasopressin (AVP) Effects on Supraspinal Structures 

In the AMY, AVP can directly excite a sub‐population of neurons, whereas OXT can indirectly 

inhibit  these  same neurons.  In  the  lateral  septum, AVP  similarly excites directly a neuronal  sub‐

population, but causes indirect inhibition of virtually all lateral septal neurons. The actions of AVP 

in the AMY and lateral septum may represent at least part of the neuronal substrate by which AVP 

influences fear and anxiety‐related behavior and social recognition, respectively. Central AVP can 

modulate  cardio‐vascular  variables  by  causing  excitation  of  spinal  sympathetic  pre‐ganglionic 

neurons,  by  increasing  the  inhibitory  input  to  cardiac  parasympathetic  neurons  in  the  nucleus 

ambiguus, by depressing the excitatory input to PBN neurons, or by inhibiting glutamate release at 

NTS axon terminals (Raggenbass 2008). 

In  rats,  peripheral  injection  of AVP  did  not  reduce  the  pain  threshold when  the  rats were 

exposed  to pain  in a graded manner.  In contrast, when AVP was applied by an  intra‐ventricular 

route,  the  pain  threshold  was  significantly  higher  than  in  control  (before  AVP  application). 

Brattleboro rats, which are deficient in AVP, showed an exaggerated pain response. However, when 

AVP was given intra‐ventricularly, the pain threshold increased. The analgesic actions of AVP were 

blocked by a AVPR1a and not a AVPR2  receptor antagonist, suggesting  that AVP exerts  its anti‐

nociceptive action exclusively through AVPR1a receptors. Not only intra‐cranial but also intra‐thecal 

injections of AVP could cause an anti‐nociceptive effect, suggesting that the anti‐nociception action 

of AVP extends to the spinal cord (Mavani et al. 2015). 

Orexin (ORX) Neurons 

ORX is involved in the modulation of pain transmission, stress regulation, arousal, fear, anxiety, 

reward, addiction and cognition. 

ORX neurons modulate nociceptive responses and pain perception at various sites on spinal and 

supraspinal  levels.  Thus,  their  activation  enhanced  response  thresholds  to  noxious  heat  and 

depressed  responses  to  inflammatory  and  noxious  stimuli,  such  as  formalin;  and  chemogenetic 

activation reduced nociceptive sensitivity. In various animal models of inflammatory pain induced 
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by formalin, capsaicin, and carrageenan and in animal models subjected to common peroneal nerve 

ligation, the injection of exogenous ORX into the spinal cord and supraspinal sites that are associated 

with the descending pain regulatory circuits could significantly reduce nociceptive responses. ORXs 

are also involved in endogenous anti‐nociception in various types of pain including neuropathic pain, 

migraine and cluster headache, visceral and orofacial pains. Potent anti‐nociceptive effects may be 

evoked by ORXA acting at ORXA  receptors  (ORXARs), while ORXB  is  less or not effective. ORX 

effects  interact with opioidergic mechanisms as well as other neuropeptides, but ORXA‐mediated 

anti‐nociception is believed to be opioid‐independent. Instead, the analgesic effects of ORXA in the 

vlPAG could involve endocannabinoid (eCB) signaling. This mechanism of ORX release in the vlPAG 

from  incoming HYP projections has also been postulated to contribute to SIA. ORX neurons have 

therefore been suggested to be activated as a part of the endogenous pain control system (Kang et al. 

2021; Kuner and Kuner 2021; Razavi and Hosseinzadeh 2017). ORXs A and B produced a membrane 

depolarization and/or enhanced presynaptic spontaneous excitatory transmission. Like OXT, ORXA 

enhanced both GABAergic and glycinergic transmission, whereas ORXB facilitated glycinergic but 

not GABAergic transmission (Kumamoto 2019). 

In the spinal cord, ORXs are concentrated in the superficial DH laminae and occur in the DRG 

cells. In the rat formalin test (a model of inflammatory pain) and in the rat hot plate test, intra‐thecal 

injection of ORXA, but not ORXB, decreased the sum of flinches in phases 1 and 2 in the formalin test 

and  increased  the hot plate  latency. These effects of ORXA were completely antagonized by pre‐

treatment with a selective ORX1R antagonist. While intra‐thecal injection of this antagonist alone had 

no effect in the formalin test or in the hot plate test, intra‐thecal injection of ORXA suppressed the 

expression of Fos‐like immuno‐reactivity, induced by formalin injection into the paw, in laminae I‐II 

of  L4‐5  of  the  spinal DH.  This  suggests  that  the  spinal ORXAR  is  involved  in  the  nociceptive 

transmission  and  that  the  activation  of  the  spinal ORXAR  produces  analgesic  effects  in  the  rat 

formalin test and in the rat hot plate test (Yamamoto et al. 2002). 

In neonatal rats, spinally applied ORXA and ORXB had effects on the primary afferent fiber‐

evoked nociceptive reflex in the isolated spinal cord. In 0‐3 day old rats, single‐shock stimulation of 

a  dorsal  root  (L3‐L5)  at  a  strength  which  can  activate  group  IV  (C)  fibers  induced  a  slowly 

depolarizing response (ventral‐root potential:VRP) lasting about 30 seconds in the ipsilateral ventral 

root  of  the  same  segment.  Bath  application  of  ORXA  and  ORXB  inhibited  the  slow  VRP  in  a 

concentration‐dependent manner. Bath application of a selective ORXAR antagonist had no effect on 

the depressant effect of ORXA on slow VRP. Bath application of a selective ORXBR agonist depressed 

the  slow VRP.    Both ORXA  and ORXB depressed  the  level  of  temporal  summation  of  synaptic 

activity evoked by 20 repetitive stimulations of the dorsal root (Shono and Yamamoto 2008). 

Pain  and  Itch  are  antagonistically  regulated  sensations.  Pain  suppresses  itch,  while  pain 

inhibition  enhances  itch. ORX  neurons  in  the  lHYP  suppress  pain while  enhancing  itch  neural 

processing, as revealed by applying optogenetics to the acute pruritus and pain model. The circuit of 

ORX neurons from the lHYP to PAG regions served in the contrasting modulation of itch and pain 

processing. Additionally, by using an atopic dermatitis model, the involvement of ORX neurons in 

regulating chronic itch processing was confirmed (Kaneko et al. 2024). 

Hypothalamic Neurons Producing Other Neuromodulators 

Cholecystokinin (CCK) 

CCK is abundant in the DMH and acts in the RVM to enhance nociception. The DMH is the only 

significant supraspinal source of CCK in the RVM. However, not all neurons projecting from the DMH 

to the RVM contain CCK. This establishes an anatomical and functional connection between the DMH 

and RVM by which stress can facilitate pain (Wagner et al. 2013). 

Opioids 

The RVM is a crucial site for the supraspinal anti‐nociceptive actions of opioids. Spinally projecting 

5‐HT RVM neurons express μ‐opioid receptors. Although 5‐HT neurons comprise a minority of RVM 

neurons, they appear to be selectively apposed by an endogenous ligand of μ‐opioid receptors, EM‐2. 
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Neurons containing EM‐2 exist primarily in the DMH and project to the RVM, and EM‐2 participates 

in HYP stimulation‐induced analgesia (Gu and Wessendorf 2007). 

2.10.2. Hypothalamo‐Pituitary‐Gonadal (HPG) Axis 

Females typically show heightened responses of the HPA axis to stress. Many neuropsychiatric 

disorders disproportionately affect females. In the brain, gonadal sex steroids and their neuroactive 

metabolites play roles  in mediating sex differences  in HPA axis responses to stress. However, the 

relationship  between  neuroactive  steroids  and  stress  is  complex. Acute  stress  rapidly  increases 

neuroactive steroid production, which can in turn modulate the HPA‐axis activity (Sze and Brunton 

2020). 

Relation  between Hypothalamo‐pituitary‐adrenal  (HPA)  Axis  and Hypothalamo‐pituitary‐gonadal  (HPG) 

Axis 

HPA and HPG exhbit a reciprocal relationship, wherein the activation of one affects the function 

of the other and vice versa. For example, both estrogen and testosterone modulate the response of 

the HPA axis, whereas activation of the stress axis, especially repeating or chronic activation has an 

inhibitory effect upon estrogen and testosterone secretion (Toufexis et al. 2014). 

Female Gonadal Hormones 
Sex  differences  in  pain  involve many  aspects,  including  the  types  and  frequency  of  pain 

syndromes,  the  prevalence  and  severity  of  pain,  pain  control  and  responsiveness  to  analgesics. 

Women are at a higher risk than men of several clinical pain conditions, such as migraine, irritable 

bowel syndrome  (IBS),  interstitial cystitis and chronic pelvic pain. Distinct sex‐related divergence 

exist in the efficacy of opioid agonists. Lower pain thresholds and decreased anti‐nociceptive effects 

of opioid agonists occur among females as compared to males. Most animal studies have confirmed 

that opioids produce a greater degree of analgesia in male rodents than in female rodents. Discrepant 

psychological mechanisms are thought to play a fundamental role, with men and women tending to 

use different coping methods to manage pain. In addition, between men and women exist differences 

in  the activation of μ‐opioid  receptors  in  the CNS. Finally, different circulating  levels of gonadal 

hormones play major roles in mediating the sexual dimorphism of opioid anti‐nociception (Xu et al. 

2024). 

Estrogens, such as estradiol (E2), are synthesized in the ovaries (Fig. 2), but also in the spinal 

cord and brainstem and act locally in neuronal target organs to influence pain processing. Potential 

cellular sources of  local estrogen may be primary afferent neurons and their central targets  in the 

spinal  cord and medulla as well as  in  the NTS. Estrogens may be detected by  the  expression of 

aromatase,  the enzyme  that catalyzes  the conversion of  testosterone  to estradiol.  In an aromatase 

reporter mouse, immuno‐histochemical staining showed that many neurons in DH laminae I and V, 

in the caudal SpV and in the NTS expressed aromatase (Tran et al. 2017). 
Receptors 

The  specific  role  played  by  estrogen  receptors  remains  elusive.  There  are  several  different 

mechanisms  through which  the  three estrogen  receptors  (ERs), ERα, ERβ and G protein‐coupled 

estrogen receptor 1 (GPER1) are able to regulate target gene transcription. ERα and ERβ are mostly 

associated  with  the  direct  and  indirect  genomic  signaling  pathways  that  result  in  target  gene 

expression. Membrane‐bound GPER1  is on  the other hand responsible  for  the rapid non‐genomic 

actions of estrogens that activate various protein‐kinase cascades (Vrtačnik et al. 2014). 

Estrogen receptors α and ß (ERα and ERß) mediate different physiological functions. In wild‐

type and estrogen receptor ß knockout (ERß KO) mice of both sexes, ERß had effects on acute and 

persistent  pain  as well  as  on  endogenous  pain‐inhibitory mechanisms  evoked  by  hot‐plate  and 

formalin tests. In female groups, ovariectomies followed by estrogen and progesterone replacement 

insured  comparable  sex  hormone  concentrations. Nociceptive  responses were  lower  in  ERß KO 

female than in wild‐type female mice during the interphase and early tonic phase II of the formalin 

test but not during acute and late tonic phases. Behavioral and spinal c‐fos differences occurred only 

in females. ERß KO females showed lower c‐fos expression in DH laminae I‐II and IV‐V than did wild‐
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type females. Hence, estrogen, through its actions on ERß, dampens the efficacy of endogenous pain 

modulation mechanisms during the  interphase and/or  inflammation process  in  the early phase  II, 

triggering an increase in spinal nociceptive neuronal activity (Spooner et al. 2007). 

Cellular pools of estrogen and other  steroid hormones bind  to both nuclear and membrane‐

localized receptors, with varying affinity and response. In the PFC, HIPP, dorsal striatum, and NAc, 

estrogen binds  to membrane‐localized  receptors  to activate  second‐messenger  systems and affect 

synaptic function. Several central effects of estradiol (E2) are  linked to mGlu
1/5
 receptors. E2 alters 

neuronal excitability and synaptic plasticity through stimulation of Group 1 receptors in both a sex‐

dependent  and  independent manner. Membrane‐localized  estrogen  receptors, ERα  and ERβ,  are 

functionally  coupled  to mGlu
1/5
 receptors  expressed  on  the  cell  surface. ER/mGlu  complexes  are 

present in both male and female brains, without major sex differences in overall expression (Fabian 

et al. 2023). 

In the intact human brain, positron emission tomography (PET) has enabled the quantification 

of available mGlu5 receptors, using the allosteric radiotracer [
11
C]‐ABP688 to assess sex differences 

in mGlu
5
 receptor availability. A large study found significantly higher rates of [

11
C]‐ABP688 binding 

potential  in men  than women across  several  regions of  the PFC, HIPP and  striatum. The  largest 

magnitude differences were observed in the OFC and the dorso‐lateral PFC (dlPFC), in which binding 

potentials were  22%  and  20% greater  in men,  respectively. A whole‐brain  comparison of mGlu5 

receptor availability found that [
11
C]‐ABP688 binding potential was 17% greater in men. Hence, the 

larger availability of mGlu
5
 receptors in women compared to men appears to conflict with preclinical 

data, as major sex differences in mGlu
5
 receptor expression have not been consistently reported in 

rodents (Fabian et al. 2023). 

Progesterone is mainly produced in the corpus luteum and in the placenta and plays important 

roles  in  the  menstrual  cycle,  pregnancy  and  during  the  development  of  the  embryo.  However, 

progesterone also has multiple non‐reproductive  functions  in  the CNS  to regulate cognition, mood, 

inflammation, mitochondrial function, neurogenesis and regeneration, myelination and recovery from 

traumatic  brain  injury.  Progesterone‐regulated  neural  responses  are  mediated  by  an  array  of 

progesterone receptors (PR) that include the nuclear PRA and PRB receptors and splice variants of each. 

These PRs induce regulation of gene expression but also transduce signaling cascades that originate at 

the cell membrane and ultimately activate transcription factors. PRs are broadly expressed throughout 

the brain and can be detected in every neural cell type (Diaz Brinton et al. 2008). Progesterone and its 

metabolite allopregnanolone  (also called 3α,5α‐tetrahydroprogesterone) are also male hormones, as 

they are produced in both sexes by the adrenal glands within the nervous system. Increased production 

of progesterone within the brain may be part of the response of neural cells to injury. Progesterone has 

trophic effects and is a neuroprotective and pro‐myelinating agent (Schumacher et al. 2014). 

In  the  rat,  intra‐peritoneal  injections of high doses of progesterone produced anesthesia  (Selye 

1941). In rats, spinal GABAAR‐dependent activation inhibited the induction of repetitive stimulation‐

induced  spinal‐reflex  potentiation.  Progesterone  was  capable  of  producing  GABAAR‐dependent 

inhibition of the induction of spinal reflex potentiation by actions through neurosteroid metabolites. 

The  induction  of  spinal  reflex  potentiation was  attenuated  after  a  short  (30 minutes)  intra‐thecal 

treatment with the neurosteroids allopregnanolone and 3α,5α‐tetrahydrodeoxycorticosterone. Acute 

intra‐thecal administration of the GABAAR antagonist bicuculline reversed the inhibition produced by 

progesterone  and  allopregnanolone.  This  implies  that  progesterone‐mediated  effects  on  GABAAR 

expression and neural  inhibition are  regulated by neurosteroids synthesis  rather  than progesterone 

receptor activation (Peng et al. 2009). 

Allopregnanolone. 3‐Alpha reduced neurosteroids, such as allopregnanolone (also called 3α,5α‐

tetrahydroprogesterone),  are  remarkable  analgesics  in  various  pain  states.  3‐alpha  reduced 

neurosteroids      selectively  act  as  positive  allosteric  modulators  of  the  inhibitory  functions  of 

GABAARs,  expressed  either  at  extrasynaptic  or  synaptic  sites. Allopregnanolone  exerts  analgesic, 
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anxiolytic, anti‐depressant, and neuroprotective effects. These effects result from allopregnanolone´s 

ability to modulate GABAA, glycine, L‐ and T‐type Ca2+ channels, without side effects (Patte‐Mensah 

et al. 2014; Poisbeau et al. 2014). 

Androgens 

The actions of androgens such as testosterone and di‐hydro‐testosterone are mediated via the 

androgen receptor (AR), a ligand‐dependent nuclear transcription factor. It is widely spread in many 

cells and tissues. The AR thus has many biological actions, i.e., in the development and maintenance 

of the reproductive, musculo‐skeletal, cardio‐vascular, immune, neural and haemopoietic systems. 

Androgens can exert their actions via the AR in a DNA binding‐dependent manner to regulate target 

gene transcription, or in a non‐DNA binding‐dependent manner to initiate rapid, cellular events such 

as the phosphorylation of second‐messenger signalling cascades. Ligand‐independent actions of the 

AR have also been identified (Davey and Grossmann 2016). 

Testosterone 

Leydig cells secrete the steroid hormone, testosterone, which is essential for male fertility and 

reproductive health. Many pain conditions, including temporo‐mandibular‐joint (TMJ) dysfunction, 

have a lower prevalence in men than in women. Testosterone could affect the risk of developing TMJ 

pain and on acute persistent TMJ pain. In the rat, the TMJ formalin test was used as an experimental 

assay. Intra‐TMJ 0.5% formalin induced a significant nociceptive behavior in naive female rats and 

gonadectomized male rats but not in naive male rats, suggesting that naive male rats have a lower 

risk  for  developing  TMJ  pain.  The  serum  concentration  of  testosterone  but  not  of  estrogen  and 

progesterone significantly decreased in gonadectomized male rats, suggesting that testosterone is the 

hormone underlying the decreased naive male rat´s risk for developing TMJ pain. The magnitude of 

the nociceptive behaviors induced by intra‐TMJ 1.5% formalin was similar in gonadectomized and 

naive male rats. Therefore, in contrast to the protective role of testosterone in TMJ pain development, 

testosterone, at physiological serum concentrations, does not appear  to modulate acute persistent 

TMJ  pain  induced  by  the  TMJ  injection  of  1.5%  formalin.  At  a  supra‐physiological  serum 

concentration, however, testosterone significantly attenuated 1.5% formalin‐induced nociception in 

male rats but not in female rats. This anti‐nociceptive effect was not mediated by estrogen derived 

from  testosterone  aromatization,  because  estrogen  administration  did  not  affect  1.5%  formalin‐

induced TMJ nociception in gonadectomized male rats (Fischer et al. 2007). 

Dehydroepiandrosterone (DHEA) 

Stress,  including  pain,  increases  the  secretion  of  glucocorticoid  (corticosterone  in  rats)  that 

decreases circulating testosterone concentrations, in part through a direct action on its receptors in 

Leydig cells. Adult male Sprague‐Dawley rats orally received vehicle control or 5 or 10 mg/kg DHEA 

0.5 hour before being subjected to pain stimulation  for one, three, and six hours. The time‐course 

changes of steroidogenic gene expression concentrations were determined after acute pain‐induced 

stress  in  rats  and  the  possible  mechanism  of  DHEA  that  prevented  it.  Plasma  corticosterone, 

luteinizing  hormone,  and  testosterone  concentrations  were  measured,  and  Leydig  cell  gene 

expression  levels  were  determined.  Plasma  corticosterone  concentrations  were  significantly 

increased  at  hour  one,  three,  and  six  during  the  pain  stimulation,  while  plasma  testosterone 

concentrations were significantly decreased starting at hour three and six. When five and ten mg/kg 

DHEA  were  orally  administered  to  rats  half  an  hour  before  starting  pain  stimulation,  DHEA 

prevented pain‐mediated decrease in plasma testosterone concentrations without affecting plasma 

corticosterone concentrations (Zhu et al. 2018). 

Androgen Effects on Meso‐cortico‐limbic System 

Androgens, such as  testosterone, modulate  the meso‐cortico‐limbic system. Endogenous and 

exogenous  androgens  alter  behaviors,  such  as  behavioral  flexibility,  decision‐making,  and  risk 

taking. ARs are detected in the mPFC, OFC, VTA, and NAc.    Similar to DA signaling, there might 

be  optimal  levels  of  androgen  signaling  within  the  meso‐cortico‐limbic  system  for  executive 

functioning (Tobiansky et al. 2018). 
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2.10.3. Hypothalamo‐Pituitary‐Thyroid (HPT) Axis 

Thyroid  hormones  (THs),  released  from  the  thyroid  gland  (Fig.  2),  and  glucocorticoids  are 

involved in meeting immediate energy demands, thus placing the HPT and HPA axes in a central 

position.  In  the HYP,  there  appears  to  be  a  contrasting  involvement  of  distinct  TRH  cell  types, 

manifested through variability in cellular phenotype and physiology, including rapid responses to 

energy demands for thermogenesis or physical activity and nutritional status that may be modified 

according to stress history (Joseph‐Bravo et al. 2015). 

THs appear to have strong effects on the brain as judged by the effects of even sub‐clinical hypo‐

thyroidism (SCH). In these conditions, gray‐matter volume was significantly decreased in the orbital 

part of inferior frontal, superior frontal, pre‐ and/or postcentral, inferior occipital, and temporal pole 

cortex, and regional brain activity was significantly increased as compared to controls (Zhang et al. 

2021). 
The  TH  receptors  TRα1,  TRβ1,  and  other  sub‐types,  are members  of  the  nuclear  receptor 

superfamily  that mediate  the  action  of  TH  signaling  in  numerous  tissues  to  regulate  important 

physiological  and  developmental  processes.  TRs  bind  TH  response  elements  in  the  presence  or 

absence of TH to facilitate the expression of target genes. Although primarily residing in the nucleus, 

TRα1 and TRβ1 shuttle rapidly between the nucleus and cytoplasm (Anyetei‐Anum et al. 2018). 

Acute  and  repeated  stress,  including  pain,  can  alter  TH  secretion.  Corticosterone  has  been 

suggested  to  play  a  role  in HPT  axis  regulation.  To  characterize HPT  axis  activity  after  repeated 

exposure to inescapable foot‐shock stress (IFSS), and to examine changes in proposed regulators of the 

HPT axis, including plasma corticosterone and HYP ARC agouti‐related protein (AGRP) mRNA levels, 

adult male  Sprague‐Dawley  rats were  subjected  to  one  daily  session  of  IFSS  for  14  days.  Plasma 

corticosterone levels were determined during and after the stress on days 1 and 14. Repeated exposure 

to IFSS led to a significant decrease in serum concentrations of 3,5,3ʹ‐triiodothyronine (T3) and 3,5,3ʹ,5ʹ‐

tetraiodothyronine  (T4).  Stress‐induced  plasma  corticosterone  levels were  not  altered  by  repeated 

exposure to the stress. Despite the decrease in peripheral hormone concentrations, TRH mRNA levels 

within the HYP PVN were not altered by the stress paradigm. HYP ARC AGRP mRNA levels were 

significantly  increased  in  the animals exposed  to  IFSS. There were  significant correlations between 

stress‐induced plasma corticosterone concentrations and components of the HPT axis, including TRH 

mRNA levels and free T4 levels.There was a significant correlation between AGRP mRNA levels and 

total T3 levels. Changes in body weight were also correlated with peripheral corticosterone and TRH 

mRNA  levels. This suggests  that repeated exposure  to mild‐electric  foot‐shock causes a decrease  in 

peripheral TH concentrations, and those components of the HPA axis and HYP AGRP may be involved 

in stress regulation of the HPT (Helmreich et al 2005). 

Thyrotropin‐releasing Hormone (TRH) in Dorsal Horn (DH) 

Upon intra‐thecal administration of TRH, TRH exerted no marked effect on basal pain sensitivity 

over  the  dose  range.  However,  a  U‐shaped  dose‐response  effect  on  intra‐thecal  morphine  anti‐

nociception occurred, wherein potent attenuation, moderate attenuation, or enhancement of morphine‐

induced anti‐nociception occurred following the various doses (Watkins et al. 1986). 

Case Report: Acute Monoarthritis‐Induced Pain Syndrome with Hypothalamic Activation 

A 44‐year‐old man presented to the emergency department with acute onset pain in the right knee 

after waking up, without any history of trauma or infection. The pain was described as sharp, localized, 

and worsened with weight bearing. On physical examination, there was evident effusion, erythema, 

and limited range of motion due to pain. Knee ultrasound revealed effusion and synovial thickening 

without crystalline deposits. Blood tests showed elevated  inflammatory parameters (CRP and ESR). 

Synovial fluid analysis revealed no evidence of infection. Functional MRI showed increased activity in 

the PVN and SON. The patient was treated with NSAIDs and corticosteroids. Symptoms  improved 

within 72 hours. Follow‐up revealed no recurrence. The patient was advised to avoid joint overuse and 

referred for rheumatologic monitoring. This case illustrates acute monoarthritis‐induced nociception, 

which  activates  not  only  local  spinal  nociceptive  circuits  (as  evidenced  by  joint  hyperalgesia  and 

inflammation),  but  also  systemic  neuroendocrine  responses  mediated  through  the  HYP.  Beyond 
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nociception, the HYP mediates a coordinated neuroendocrine and autonomic response involving OXT, 

AVP,  CRH,  and  DA  pathways,  shaping  both  pain  perception  and  systemic  adaptation  to  acute 

inflammatory stimuli. 

2.11. Basal Ganglia (BG) 

In higher mammals, the BG consist of bilateral sub‐cortical nuclei in the basement of the brain. 

There are three broad domains: the dorso‐lateral, dorso‐medial and ventral BG (Groenewegen 2003; 

Humphries  and  Prescott  2010;  Tewari  et  al.  2016).  The  dorso‐lateral  BG  contains  the  striatum 

(consisting  of  nucleus  caudatus  and  putamen),  the  subthalamic  nucleus  (STN),  globus  pallidus 

externus (GPe), globus pallidus internus (GPi) and substantia nigra pars reticularis (SNr). The STN is 

integrated into the network of BG nuclei (Nelson and Kreitzer 2014). The NAc is the ventro‐medial 

input station, with sub‐territories including a core and a shell (Harris and Peng 2020). The BG have been 

implicated in processes as diverse as feedforward motor planning, organization of rapidly alternating 

or  sequential  motor  acts,  predicting  future  events,  reward,      reinforcement,  habit  formation, 

procedural motor learning, retention and recall of well‐learned motor skill, working memory, attention, 

emotional, motivational, associative and cognitive processes (Haber 2016; Herrero et al. 2002; Nelson 

and Kreitzer 2014; Roth and Ding 2024). The BG including the STN and SNr are also involved in pain‐

related responses and modulation (Jia et al. 2022). It has been suggested that the BG may be implicated 

in  the  (i)  sensory‐discriminative dimension  of  pain,  (ii)  affective dimension  of  pain,  (iii)  cognitive 

dimension of pain, (iv) modulation of nociceptive information and (v) sensory gating of nociceptive 

information to higher motor areas (Chudler and Dong 1995). The major BG outputs emerge from the 

GPi and SNr and are inhibitory. Their outputs project to the brainstem and spinal cord and the THAL, 

which exchanges excitatory connections with the cerebral cortex (Brodal 1981; DeLong and Wichmann 

2007;  Wichmann  and  DeLong  2016).  The  dorsal  striatum  is  connected  to  the  descending  pain 

modulatory system and in particular to the RVM through the DReN (Boccella et al. 2020). The NAc 

projects  to areas within  the diencephalon and pallidal complex, such as  the BNST, nucleus medio‐

dorsalis THAL, the globus pallidus and the sub‐pallidal region, LHb nucleus, lHYP and SN. The core 

projects to areas such as the dorso‐lateral region of the ventral pallidum, whereas the shell projects to 

the rostral‐caudal regions of the lHYP, EA, and ventro‐medial region of the ventral pallidum (Harris 

and Peng 2020). 

The BG are rich in many different neuroactive agents that may be involved in the modulation of 

nociceptive information. Micro‐injection of DA, opiates, and GABA into the BG have varied effects 

on pain behavior. Administration of these agents into the BG affects supraspinal pain behaviors more 

consistently than spinal reflexive behaviors. Electrical stimulation of the substantia nigra (SN) and 

BG  caudate  nucleus  reduce  pain  behavior,  providing  additional  evidence  for  a  BG  role  in  pain 

modulation.  Some  patients  with  basal  ganglia  disease  (e.g.,  PD,  Huntington´s  disease)  show 

alterations  in  pain  sensation  in  addition  to  motor  abnormalities.  Often,  these  patients  have 

intermittent  pain  that  is  difficult  to  localize.  This  suggests  that  the  BG may  be  involved  in  the 

modulation of nociceptive information (Chudler and Dong 1995). 

2.11.1. Striatum 

The dorsal striatum is  involved  in pain  inhibition by being connected to the descending pain 

modulatory system and  in particular  to  the RVM  through  the DReN  (Bocella et al. 2020).    In  the 

striatum and spinal cord, anti‐nociception of DA is mainly mediated by D2‐like receptors, while in 

the NAc and PAG, both D1‐ and D2‐like receptors are involved as analgesic targets (Wang et al. 2021). 

The major striatal output neurons, the medium spiny neurons, contain GABA, SP and endogeneous 

opioids.  Striatal  interneurons  that  appear  to  synapse  on  striatal  projection  neuron  contain ACh, 

GABA, and STT plus NPY (Semba et al. 1987). 

Dopamine (DA) 

In humans, the striatum and striatal DA D2 receptors are involved in the regulation of pain. Pain 

is  a  common  symptom  in  patients  with  nigro‐striatal  DA  hypofunction.  Positron  emission 
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tomography (PET) showed that a low DA D2 receptor availability in the striatum of healthy subjects 

(indicating  either  a  low  density  of DA D2  receptors  or  a  high  synaptic  concentration  of DA)  is 

associated with a high cold pain threshold and a low capacity to recruit central pain inhibition by 

conditioning  stimulation.  Patients  with  chronic  orofacial  pain  have  higher  DA  D2  receptor 

availability  than  their  age‐matched  controls  (Hagelberg  et  al.  2004).  The  effects  of  electrical  and 

chemical stimulation of the striatum were analyzed on orofacial pain, particularly that produced by 

tooth‐pulp  stimulation  of  the  lower  incisors.  There were  specific  sites within  the  striatum, where 

electrical  or  chemical  stimulation  produced  inhibition  of  the  nociceptive  jaw‐opening  reflex.  This 

analgesic striatal action was mediated by activation of its DA D2 receptors (Barceló et al. 2012). 

Serotonin (5‐HT) 

5‐HT neurons in the raphé nuclei (RN) provide dense 5‐HT innervation of the BG, including the 

caudate nucleus of the BG and SNc (Muñoz et al 2020). 

Substance P (SP) 

Continuous infusion with SP into rat dorsal striatum ameliorated both mechanical allodynia in 

both  formalin‐evoked  transient  inflammatory  pain  and  neuropathic  pain models.    The  effect  of 

continuous  infusion of SP  into  the  rat dorsal striatum was examined by  reverse microdialysis on 

persistent  inflammatory  pain  induced  by  CFA.  Intra‐plantar  injection  of  CFA  evoked  both 

mechanical allodynia and paw edema three and seven days post‐injection. The continuous infusion 

of SP ameliorated the CFA‐evoked mechanical allodynia, but not paw edema, three days after the 

CFA injection. This anti‐nociceptive effect of SP was partially inhibited by co‐infusion with a NK1R 

antagonist. Conversely, at seven days, both CFA‐evoked mechanical allodynia and paw edema were 

not affected by SP treatment. To clarify why the effect of SP treatment on CFA‐induced pain changed, 

NK1R protein levels were evaluated at both time points. The NK1R protein level was decreased at 

seven, but not three, days post CFA injection. This suggests that persistent inflammatory pain can 

down‐regulate  the striatal NK1R. Hence,  the striatal SP‐NK1R pathway can exert anti‐nociceptive 

effects only on the third day of the inflammatory pain phase defined as an acute but not the seven 

days defined as a subacute (Nakamura et al. 2020). 

Acetylcholine (ACh) 

ACh neurons in the pedunculo‐pontine nucleus (PPN) and dorso‐lateral tegmental nucleus send 

ascending ACh projections to the BG caudate‐putamen complex, BG STN, BG globus pallidus, THAL 

nuclei, the habenula (Hb), SN, lHYP and other areas (Woolf and Butcher 1986). However, most ACh 

is secreted by intra‐striatal neurons. Loss of the reciprocal modulation between DA inputs and the 

intrinsic  ACh  innervation within  the  striatum  appears  to  be  the  trigger  for  pathophysiological 

changes occurring in BG disorders.There are profound changes in ACh markers in these disorders, 

in particular PD and dystonia (Bonsi et al. 2011). 

Glutamate 

In urethane‐anesthetized rats, the  jaw‐opening reflex (JOR) was produced by supra‐threshold 

stimulation of the tooth pulp and measured as electromyographic response in the digastric muscle, 

with simultaneous  recording of noxious  responses  in single‐unit neurons of  the spinal  trigeminal 

nucleus  pars  caudalis  (SpVc).  The micro‐injection  of  glutamate  into  striatal  JOR  inhibitory  sites 

significantly decreased the evoked response mediated by group III (Aδ) and group IV (C) fibers in 

92% of nociceptive SpVc neurons. This suggests that the striatum could be involved in the modulation 

of nociceptive inputs and confirms the role of the BG in the processing of nociceptive information 

(Belforte and Pazo 2005). 

Adenosine 

Adenosine  plays  a  significant  role  in  modulating  striatal  glutamatergic  and  DA 

neurotransmission. Extensive evidence indicates that this modulation is mediated by adenosine A
1
 

and A
2A
 receptors (A

1
Rs and A

2A
Rs), which are differentially expressed by components of the striatal 

micro‐circuit, including cortico‐striatal glutamatergic and mesencephalic DA terminals, and the ACh 

interneurons. This micro‐circuit mediates the ability of striatal glutamate release to locally promote 

DA release through the intermediate activation of ACh interneurons. A
1
Rs and A

2A
Rs are co‐localized 
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in the cortico‐striatal glutamatergic terminals, where they form A
1
R‐A

2A
R and A

2A
R‐cannabinoid CB

1
 

receptor (CB
1
R) heteromers (Ferré et al. 2023). 

2.11.2. Nucleus Accumbens (NAc) 

The NAc responds heavily to painful stimuli. It plays a great role in the mediation of pain and is a 

source of analgesia. This is suggested by its cortical connections, functions and pharmacology. The NAc 

projects to and receives information from known pain‐related structures, such as the PFC, ACC, PAG, 

THAL, etc. The NAc exhibits a high density of μ‐opioid receptors and several different neurotransmitter 

systems, such as DA, CGRP, GABA, glutamate, and SP. Deep brain NAc stimulation elicited successful 

analgesia (Harris and Peng 2020). The NAc helps control the development of hyperalgesia, one of the 

most prominent features of chronic pain conditions (Ploski and Vaidya 2021). 

Neuromodulation of NAc functions is implemented by ACh, CGRP, DA, SP, opioids, glutamate 

and GABA. The NAc and other pain‐related structures are engaged in opioid regulation, which act 

prominently  in  specific areas of  the midbrain, medulla  and pons  to  elicit  anti‐nociceptive  effects 

(Harris and Peng 2020; Mitsi and Zachariou 2016). 

Calcitonin Gene‐ related Peptide (CGRP) 

The NAc contains high densities of CGRP receptor binding sites. The administration of CGRP 

into the NAc may increase the hindpaw withdrawal latencies indicating an analgesic effect, which 

could be antagonized by a specific CGRP 1 receptor antagonist (Harris and Peng 2020). 

Substance P (SP) 

SP is thought to be one of the substances affecting the functioning of DA. The highest densities 

of SP occur in the nigro‐striatal DA system, the VTA and the NAc, especially in the terminals of DA 

neurons. Injection of SP into the VTA entails release of DA in NAc. SP can prolong the effects of DA 

activation (Harris and Peng 2020). 

Neuropeptide Y (NPY) 

NPY is a 36‐amino acid, highly conserved endogenous peptide.and is expressed in neurons of 

various regions throughout the brain. The effects of NPY are mainly mediated through Y1, Y2, and 

Y5  receptor  sub‐types, which  are  expressed  in  regions  regulating  food  intake,  fear  and  anxiety, 

learning and memory, depression, and posttraumatic stress. In particular, the NAc has one of the 

highest NPY  concentrations  in  the  brain. NPY  is  expressed  principally  in medium‐sized  aspiny 

neurons, and numerous NPY  immuno‐reactive fibers occur  in the NAc. Under certain conditions, 

alterations in NPY expression through intra‐NAc injections of NPY or receptor agonists/antagonists 

revealed NPY to be involved in the characteristic functions of the NAc, such as alcohol intake and 

drug addiction. In addition, control of meso‐limbic DA release via NPY receptors may take part in 

these functions. NPY in the NAc also participates in fat intake and emotional behavior. Accumbal 

NPY  neurons  and  fibers may  exert  physiological  and  pathophysiological  actions  partly  through 

neuro‐endocrine mechanisms and the ANS (Tanaka et al. 2021). NPY receptors are widely expressed 

in and operate  in key pain‐related brain regions,  including the NAc, AMY, PBN, and PAG. It has a 

potent efficacy in attenuating pain sensitivity and nociceptive processing throughout the CNS (Nelson 

et al. 2024). 

In rats, the effect of NPY on nociception in the NAc was investigated. Intra‐NAc administration 

of NPY induced dose‐dependent increases in the hindpaw‐withdrawal latency (HWL) to thermal and 

mechanical stimulation. No significant changes occurred in the HWL to both stimulation during 60 

minutes after the administration of NPY to outside of the NAc. The anti‐nociceptive effect of NPY 

was  blocked  by  subsequent  intra‐NAc  injection  of  a  Y1  receptor  antagonist,  indicating  that  Y1 

receptor is involved in the NPY‐induced anti‐nociception in the NAc. The anti‐nociceptive effect of 

NPY was attenuated by intra‐NAc administration of the opioid antagonist naloxone, suggesting an 

involvement of  the  endogenous opioid  system  in  the NPY‐induced  anti‐nociception  in  the NAc. 

Moreover, the NPY‐induced anti‐nociception was attenuated by following intra‐NAc injection of the 

selective opioid antagonists nor‐binaltorphimine and beta‐funaltrexamine, but not by naltrindole, 
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indicating  that  μ‐  and  κ‐opioid  receptors,  not  the  δ‐opioid  receptor, were  involved  in  the NPY‐

induced anti‐nociception (Li et al. 2002). 

Opioids 

κ‐Opioid  receptor  activation,  a potential  target  for pain  treatment, produces antinociception 

without euphoric side effects but results in dysphoria and aversion. Triazole 1.1 is a κ‐opioid receptor 

agonist biased toward G‐protein coupled signaling, potentially promoting anti‐nociception without 

dysphoria. A lactic‐acid abdominal pain model induced acute pain behaviors, decreased basal DA 

levels  in  the NAc, and  increased  κ‐opioid  receptor  function. Triazole  1.1 alone  reduced  the pain 

behavioral response and changes to κ‐opioid receptor function but did not prevent the reduction in 

basal DA levels. Morphine not only dose‐dependently prevented behavioral pain responses but also 

elevated NAc DA  and did  not  prevent  the  pain‐induced  increase  in  κ‐opioid  receptor  function. 

Combining  low‐dose morphine with  triazole 1.1 prevented behavioral pain responses, changes  to 

NAc DA levels, and changes to κ‐opioid receptor function (Lopes et al. 2025). – In the NAc, there is 

an opioid link that mediates anti‐nociception produced by an ascending pain modulation pathway. 

For example, noxious stimulation induces hetero‐segmental anti‐nociception that is mediated by both 

δ‐  and  μ‐opioid  receptors  in NAc.  In  the  rat,  the  intra‐NAc  opioid  receptors mediate  the  anti‐

nociceptive  effects  of  spinally  administered DAMGO  ([D‐Ala, N‐MePhe, Gly‐ol]‐ENK;  synthetic 

opioid peptide with high  μ‐opioid  receptor  specificity) and determine  the  effect of NAc  efferent 

activity on nociception.  Intra‐NAc administration of either a μ‐opioid  receptor antagonist or a  δ‐

opioid receptor antagonist blocked the anti‐nociceptive effect of spinally administered DAMGO on 

the jaw‐opening reflex (JOR). Injection of quaternary lidocaine attenuated the JOR, suggesting that 

the output of NAc is pro‐nociceptive (Gear and Levine 2011). 

Interplay between Opioids and Dopamine (DA) 

As  an  important  component  of  the  reward  circuitry  in  the  brain,  the  NAc  is  essential  in 

influencing pain‐related  reactions.  Its  involvement  suggests  a  significant  interplay with DA  and 

opioids. In male Wistar rats, the interplay between D2‐like DA and opioidergic receptors within the 

NAc were  investigated  on  acute  pain‐related  behaviors. Male Wistar  rats  underwent  unilateral 

cannula  implantation  into  the  NAc.  In  the  initial  phase,  separate  groups  of  animals  were 

administered varying doses of morphine and quinpirole, acting as an opioid and a D2‐like receptor 

agonist in the NAc, respectively. Following this, the animals received different doses of sulpiride, a 

D2‐like  receptor  antagonist, prior  to  receiving  an  effective dose of morphine.  In  the  final phase, 

animals  were  given  varying  doses  of  naloxone  before  administering  the  efficacious  dose  of 

quinpirole. The tail‐flick test was employed to subsequently assess the subjects´ acute pain threshold. 

The  administration  of  morphine  and  quinpirole  into  the  NAc  independently  produced  anti‐

nociceptive  effects. Conversely,  injecting  sulpiride  into  the NAc  significantly  reduced  the  pain‐

relieving effects of morphine in the NAc. Introducing naloxone into the NAc greatly weakened the 

anti‐nociceptive  consequences  linked  to  the  quinpirole  administration.  This  suggests  a  possible 

interaction  between  the  DA  and  opioid  systems  within  the  NAc  that  may  lead  to  pain  relief 

(Vazifeshenas et al. 2025). 

Acetylcholine (ACh) 

ACh  in  the NAc  has  analgesic  effects. One  cholinergic  pathway  originates  from  the meso‐

pontine cell groups, especially the pedunculo‐pontine tegmental nucleus (Ch5) and the latero‐dorsal 

tegmental  nucleus  (Ch6)  to  the  VTA  and  SNc,  which  modulate  accumbal  DA  neurons.  High 

concetrationsof ACh and ACh transferase occur in the NAc. ACh neurons appear to be important for 

LTP  and  conditioning.  NAc  ACh  may  contribute  to  satiety  and  cessation  of  feeding.  ACh 

interneurons  are possibly  important  for  overall NAc  functions.  In  rats,  optogenetic  inhibition  of 

CHAT neuronal activity reduced addictive behavior (Salgado and Kaplitt 2015). 

Glutamate 

The cortico‐striatal circuit is important in regulating reward‐ and aversion‐types of behaviors. 

In a number of rodent models, the projection from the pre‐limbic cortex (PL) of the PFC to the NAc 

regulates sensory and affective aspects of pain. Enhancement of glutamate signaling through the NAc 
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by AMPAkines, a class of agents that specifically potentiate the function of AMPARs, reduces acute 

and persistent pain.  In  rats,  the  impact of AMPAkine  treatment  in  the NAc was  compared with 

optogenetic activation of  the PL on pain behaviors. Not only does AMPAkine  treatment partially 

reconstitute the PL inhibition of sensory withdrawals, it fully occludes the effect of the PL on reducing 

the aversive component of pain. This indicates that the NAc is likely an important target for the PL, 

especially in the regulation of pain aversion (Zeng et al. 2021). 

N‐acetyl‐aspartyl‐glutamate 

Apart  from  classical  neurotransmitters,  several  small  molecules,  including  amino‐acid 

derivatives, modulate  synaptic  transmission. Under both  the  application of pain  stimuli  and  the 

administration  of  analgesics, microdialysis  uncovered N‐acetyl‐aspartyl‐glutamate  as  a  potential 

pain modulator that is endogenously released in the NAc. Infusion of N‐acetyl‐aspartyl‐glutamate 

into the NAc significantly attenuated the pain induced by the activation of sensory nerves through 

optical  stimulation.  This  suggests  that  N‐acetyl‐aspartyl‐glutamate  released  in  the  NAc  could 

modulate pain sensation (Watanabe et al. 2018). 

GABA 

GABA pathways occur betwenn NAc, ventral pallidum, VTA and rostro‐medial tegmental area. 

GABA  and  DA  receptors  co‐regulate  the NAc  activity.  Exogenous  application  of  GABA  could 

attenuate activity of nociceptive NAc neurons, leading to anti‐nociception. During the duration of a 

pain  stimulus, NAc DA  concentration  gradually  increased while GABA  concentration  gradually 

diminished.  Thus,  the  excitability  of  GABA  neurons  were  gradually  inhibited,  reducing  pain 

threshold (Harris and Peng 2020). 

2.11.3. Subthalamic Nucleus (STN) 

As the only BG nucleus, STN is comprised of mostly glutamatergic neurons. One regulator of 

STN  activity  is  the  5‐HT  system, which delivers  a dense  5‐HT  innervation, with  a multitude  of 

receptors: 5‐HT1A, 5‐HT1B, 5‐HT2C, and 5‐HT4 receptors. 5‐HT may regulate the STN via several 

mechanisms.  (i)  5‐HT  may  affect  STN  neuron  excitability  directly  by  either  inhibiting  a  sub‐

population of STN neurons via activation of 5‐HT1A  receptors or exciting STN neurons  through 

activation  of  5‐HT2C  and  5‐HT4  receptors.  (ii)  5‐HT may  affect  synaptic  inputs  to  the  STN. Via 

activation of 5‐HT1B receptors on  the afferent  terminals, 5‐HT  inhibits glutamatergic  input  to  the 

STN,  but  the  inhibitory  effect  on GABAergic  input  is  smaller.  (iii)  5‐HT may  regulate  the  STN 

glutamatergic output by activating presynaptic 5‐HT1B receptors, thus reducing burst firing in target 

neurons. (iv) 5‐HT may affect glutamate release at the  intra‐STN axon collaterals and regulate the 

recurrent excitation (Ding and Zhou 2014). STN stimulation produced significant improvement of 

overall pain related to PD. In melanocortin‐4 receptor (MC4R)‐transgenic mice, immuno‐histochemistry 

showed a  large number of MC4R‐ and μ‐opioid receptor‐positive neurons within the STN region. 

Melanocortinergic‐opioidergic circuits in the STN are a source of modulating nociceptive processing 

and of alleviating pain (Han et al. 2018). 

In both male and  female mice, a pathway, consisting of GABAergic neurons  in  the SNr and 

glutamatergic neurons  in  the STN and  the  lPBN, modulates acute and persistent pain states. The 

activity of STN neurons was enhanced  in acute and persistent pain states. This enhancement was 

accompanied by hypoactivity  in GABAergic SNr neurons and strengthening of  the glutamatergic 

STN‐LPB projection. Reversing the dysfunction in this pathway attenuated activity of lPBN neurons 

and mitigated pain‐like behaviors (Jia et al. 2022). 

Noradrenaline (NA) 

NA inputs originate in the LC and target the STN (Brodal 1981; Poe et al. 2020). 

2.12. Amygdala (AMY) 

The AMY is an almond‐shaped, heterogeneous nuclear complex (Neugebauer et al. 2020). It is 

comprised  of  different  nuclei;  the  lateral  amygdala  (LA),  BLA  and  CeA  and  in  between,  the 

intercalated cells (ITC) (Fig. 5). Altogether, it has nine sub‐nuclei (Neugebauer et al. 2020; 2019). 
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The AMY has  important  roles  in  the processing amd modulation of pain,  stress  integration, 

emotions and attaching emotional valence to memories and other experiences, in fear conditioning 

and affect, as well as anxiety, depression and addicition. The lateral capsular region of the CeA is 

crucial for the negative emotional aspects of pain and is termed the `nociceptive amygdala´ because 

it is preferentially The AMY is activated by acute and chronic pain. Nociceptive inputs are potentiated 

after acute and chronic noxious stimuli. The AMY receives nociceptive information through multiple 

pathways. First, the AMY receives nociceptive or threat information through a synaptic input to the 

capsular division of  the CeA. This  information  is delivered by  synaptic  inputs  from  the  external 

lateral region of the PBN that relays nociceptive information received from the spinal cord.    Second, 

the AMY receives polymodal sensory information, including nociceptive information, from multiple 

brain regions such as the THAL and cortex. This polymodal nociceptive information is delivered to 

the BLA and likely results in the activation of a sub‐population of BLA pyramidal neurons. Third, 

the intercalated cells receive sensory, including nociceptive, information from the THAL and sensory 

cortices (Bagley and Ingram 2020). The CeA receives direct and indirect nociceptive inputs from the 

STTr and from the PBN through the spino‐parabrachio‐amygdaloid pathway (Allen et al. 2021; Kuner 

and Kuner 2021). The CeA additionally receives more highly processed cortical (mPFC, ACC, IC and 

rostral HIPP) and THAL inputs (polymodal sensory information) via the LA and BLA. PBN input is 

integrated with  polymodal  sensory  information  from  the  BLA  to  generate AMY‐mediated  pain 

responses (Allen et al. 2021; Thompson and Neugebauer 2019; Vogt 2019). 

The CeA is the major AMY output nucleus and sends processed nociceptive information back to 

brainstem areas  that control  the expression of  innate behaviors. The medial division of  the AMY 

(MeA) and CRH‐positive neurons in the lateral CeA project to various structures, including the PFC, 

BFB, septal nucleus, NAc, THAL, HYP, and brainstem regions  involved  in behavioral expression, 

such as PAG and PBN, centers of the ANS, that project to the spinal cord and regulate autonomic 

outflow. The LA and BLA also project to areas in the OFC, IC, ACC, and less to anterior mid‐cingulate 

cortex (aMCC) (Vogt 2019). The BLA sends dense glutamatergic projections to the PFC, CA1 of the 

ventral  hippocampus  (vHIPP),  and  NAc  (Kuner  and  Kuner  2021).  AMY  nerve  terminals  also 

appeared  to  contact  catecholaminergic  cells  in  several  brainstem  regions.  The  most  heavily 

innervated  catecholaminergic  cells were  the A9  (lateral)  and A8 DA  cell  groups  and  the C2/A2 

adrenergic/NA cell groups in the NTS. A moderate innervation by AMY terminals occurred on NA 

cells in the rostral locus coeruleus (LC) (A6 rostral) and adrenergic cells of the RVM (C1) (Wallace et 

al.  1992).activated  by  noxious  stimuli. Thus,  the AMY  is  an  important  center  for  the  emotional‐

affective dimension of pain  and  for pain modulation  (Kuner and Kuner  2021; Neugebauer  2015; 

Neugebauer et al. 2020; Rosen and Schulkin 2022; Vogt 2019). 
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Figure  5.  Simplified  scheme  of  AMY  neuron  types  and  connections  as  well  as  excitatory  and  inhibitory 

neuromodulators  in different cell  types. Green circles and  lines symbolize excitatory glutamatergic neurons, 

with varying co‐transmitters. Red circles and lines symbolize inhibitory neurons. Nociceptive inputs reach the 

AMY from the external lateral PBN, targeting PKCδ, STT and CHR neurons, but CGRP‐containing PBN afferents 

contact mainly PKCδ and CRH rather than STT neurons. STT neurons express only low levels of CGRP receptors. 

Polymodal  including  nociceptive  signals  reaches  the AMY  from  sensory  cortical  and  THAL  areas. Output 

neurons with projections to brain and brainstem sites outside the AMY include CRH and STT neurons mainly 

located  in  the  lateral  CeA  and  CeM  neurons.  CeA  neurons  are mainly  GABAergic  and many  co‐express 

neuropeptides  that can be excitatory or  inhibitory  (Neugebauer et al. 2020).    In  the BLA, VIP, STT and PV‐

expressing  inhibitory  interneurons  cooperate  to  regulate  the activity of excitatory pyramidal neurons  (PyN) 

(Rosen  and  Schulkin  2022). Abbreviations: BLA:  baso‐lateral  nucleus; CeA:  central  nucleus; CeLC:  latera  and 

capsular  divisions  of  CeA;  CeM:  medial  division  of  CeA;  CGRP:  calcitonin  gene‐related  peptide;  CRH: 

corticotropin‐releasing hormone; ENK: enkephalin; ITC: intercalated cells; LA: lateral AMY; PBN: parabrachial 

nucleus;  PKCδ:  protein  kinase  delta  PV:  parvalbumin;  PyN:  pyramidal  neuron;  STT:  somatostatin;  THAL: 

thalamus; VIP: vasoactive intestinal polypeptide. (Data from Neugebauer et al. 2020; Rosen and Schulkin 2022). 

The AMY is activated by acute and chronic pain. Nociceptive inputs are potentiated after acute 

and chronic noxious stimuli. The AMY receives nociceptive information through multiple pathways. 

First, the AMY receives nociceptive or threat information through a synaptic input to the capsular 

division of the CeA. This information is delivered by synaptic inputs from the external lateral region 

of  the PBN  that  relays nociceptive  information  received  from  the spinal cord.    Second,  the AMY 

receives polymodal  sensory  information,  including nociceptive  information,  from multiple  brain 

regions such as the THAL and cortex. This polymodal nociceptive  information  is delivered to the 

BLA and likely results in the activation of a sub‐population of BLA pyramidal neurons. Third, the 

intercalated cells receive sensory,  including nociceptive,  information  from  the THAL and sensory 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  62  of  113 

 

cortices (Bagley and Ingram 2020). The CeA receives direct and indirect nociceptive inputs from the 

STTr and from the PBN through the spino‐parabrachio‐amygdaloid pathway (Allen et al. 2021; Kuner 

and Kuner 2021). The CeA additionally receives more highly processed cortical (mPFC, ACC, IC and 

rostral HIPP) and THAL inputs (polymodal sensory information) via the LA and BLA. PBN input is 

integrated  with  polymodal  sensory  information  from  the  BLA  to  generate  AMY‐mediated  pain 

responses    (Allen et al. 2021; Thompson and Neugebauer 2019; Vogt 2019). 

The CeA is the major AMY output nucleus and sends processed nociceptive information back to 

brainstem areas that control the expression of innate behaviors. The MeA and CRH‐positive neurons 

in the lateral CeA project to various structures, including the PFC, BFB, septal nucleus, NAc, THAL, 

HYP, and brainstem regions involved in behavioral expression, such as PAG and PBN, centers of the 

ANS, that project to the spinal cord and regulate autonomic outflow. The LA and BLA also project to 

areas  in  the OFC,  IC, ACC,  and  less  to  aMCC  (Vogt  2019). The BLA  sends dense glutamatergic 

projections to the PFC, CA1 of the vHIPP, and NAc (Kuner and Kuner 2021). AMY nerve terminals 

also  appeared  to  contact  catecholaminergic  cells  in  several  brainstem  regions.  The most  heavily 

innervated  catecholaminergic  cells were  the A9  (lateral)  and A8 DA  cell  groups  and  the C2/A2 

adrenergic/NA cell groups in the NTS. A moderate innervation by AMY terminals occurred on NA 

cells in the rostral LC (A6 rostral) and adrenergic cells of the RVM (C1) (Wallace et al. 1992). 

Through  its  dense  synaptic  outputs  to  the  PAG,  the  CeA  plays  a  role  in  the  `top‐down´ 

modulation of pain. Conversely, the PAG sends projections to the lateral and medial sub‐regions of 

the CeA , and both the lateral CeA (CeA‐L) and the medial CeA (CeM) sub‐divisions project to the 

PAG, with the strongest projection to the vlPAG from the CeM (Bagley and Ingram 2020). 

The AMY and particularly the CeA are rich in neuropeptides. CeA neurons are functionally and 

neurochemically diverse, containing agents such as CRH, OXT, AVP, CGRP, protein kinase delta 

(PKCδ), somatostatin (STT), neuropeptide S (NPS), with some CRH cells co‐expressing STT and Dyn 

(Neugebauer et al. 2020). 

Corticotropin‐releasing Hormone (CRH) 

CRH is a 41‐amino‐acid peptide involved in neuro‐endocrine, autonomic and behavioral stress 

responses. The AMY CRH  system  has  an  important  part  in  the  orchestration  of  behavioral  and 

emotional  responses  to  stress,  and  has  been  associated  with  disorders  of  stress,  anxiety,  fear, 

depression,  alcohol  and  substance misuse.  In  normal  animals,  application  of CRH  into  the CeL 

increased  nocifensive  reflexes  and  volcalizations  elicited  by  noxious  and  innocuous mechanical 

stimuli. CRH is secreted from parvocellular neurons in the HYP PVN and activates the HPA axis, 

leading  to  the  secretion  of  glucocorticoids  from  the  adrenal  glands.  CRH  also  occurs  at  high 

concentrations in the CeA and the BNST. CRH exerts its actions through G‐protein coupled CRH1 

and CRH2 receptors with differing pharamacological profiles and distributions in the periphery and 

CNS. Both receptors occur in the CNS, but CRH2 prevails in the periphery. CRH‐containing neurons 

occur mainly  in  the  lateral CeA and project  to  the dorsal and ventral BNST,  several HYP nuclei 

brainstem areas such as the VTA, PAG, LC, PBN, and dorsal nucleus of the vagus nerve. CRH and/or 

STT  in CeA neurons with  long‐range projections serve major output functions, but CRH also acts 

locally to excite neurons in the CeA and BLA. In the CeA, CRH1 is expressed in GABAergic cells also 

containing peptides such as ENK, STT, Dyn or CRH. In anesthetized rats, CRH application into the 

CeA at low concentrations increased, while at higher concentrations decreased lateral and capsular 

(CeLC) activities, which were blocked by CRH1 and CHR2 antagonists, respectively. In vivo, blockade 

of CRH2  but  not CRH1  receptors  increased CeLC  neuron  activity.  In  normal  rats,  patch‐clamp 

recordings of CeLC neurons in brain slices showed that exogenous CRH potentiated transmission at 

the  PBN‐CeLC  synapse  by  activation  of  a  latent NMDA  channel,  this  postsynaptic  effect  being 

mediated  by  CRH1  but  not  CHR2  receptors.  CRH  also  augmented  GABAergic  inhibitory 

transmission onto CeM cells through CRH1 receptors. Chemogenetic activation of CeA CRH cells 

induced fos in non‐CRH CeM and CeL neurons through CRH1 receptors, while optogenetic activation 

of CRH neurons elicited GABAergic  responses  in non‐CRH CeM cells, suggesting complex  intra‐

AMY CRH interactions (Neugebauer et al.    2020). 
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Oxytocin (OXT) and Vasopressin (AVP) 

OXT and AVP are neurohypophyseal hormones with sequence similarity. AVP and OXT are 

produced in magnocellular cell populations in the PVN, SON and accessory HYP nuclei, and in the 

parvocellular of the HYP suprachiasmatic nucleus (SCN). Both magnocellular and parvocellular AVP 

and OXT cells project to extra‐HYP sites including the two BLA and CeA. AVP neurons in the SCN 

strongly project to the CeM. Outside the HYP, AVP occurs in the CeM and BNST. AVP and OXT play 

central roles in bodily homeostatic regulation, lactation and parturition, anxiety and depression, and 

inhibit nociceptive transmission in the rat spinal DH. OXT and AVP exert opposite (inhibitory and 

excitatory, respectively) effects on AMY output. Both AVP and OXT had anti‐nociceptive effects in 

tail‐flick,  hot‐plate  and  formalin  tests  after  systemic,  peripheral,  intra‐thecal  and  intraIVC 

applications, which  contrasts  the  generally  opposing  roles  in  the  regulation  of  stress  responses, 

anxiety and  fear. AVP micro‐injection  into  the CeA  suppressed a nociceptive  jaw‐opening  reflex 

elicited by electrical stimulation. AVP application into the CeA increased emotioal responses, e.g., 

vocalizations to noxious stimuli and anxiety‐like behavior in response to stress test like elevated plus 

maze  (Neugebauer  et  al.  2020).  Stressful,  challenging  and  potentially  threatening  situations, 

including pain, robustly activate the OXT system (Jurek and Neumann 2018). As well, the ORX A and 

B peptides inhibit nociceptive transmission in the rat spinal DH (Kumamoto 2019). 

Calcitonin Gene‐related Peptide (CGRP) 

The main  if not exclusive source of AMY CGRP  is CGRP‐containing afferent  input  from  the 

lateral PBN as part of the nociceptive spino‐brachio‐amygdaloid pathway, which targets many CeA 

neurons  that  co‐express CRH  and ENK. CGRP  afferents  also  contact PKCδ.      CGRP  containing 

afferents in the CeA also co‐express SP, NT, and BDNF. In normal rat brain slices, exogenous CGRP 

increased excitatory transmission at the brachio‐amygdaloid synapse due to a postsynaptic action 

involving NMDARs, but not AMPARs, suggesting that CGRP can strengthen the synaptic drive to 

AMY neurons (Neugebauer et al. 2020). 

Dopamine (DA) 

The CeA  primarily  contains GABAergic  neurons. DA  inputs  to  the CeA  regulate many  of 

behavior, but how DA does so at the cellular level is not quite clear. In a Targeted Recombination in 

Active Populations (TRAP) mouse line, pain‐responsive CeA neurons were fluorescently labeled, and 

these cells were  then  targeted  for patch‐clamp  recordings  in acute slices  to  test  the effects of DA 

agonists. The D1 agonist SKF‐38393 and D2 agonist quinpirole both had inhibitory effects, reducing 

the input resistance and evoked firing and increasing rheobase of labeled CeA neurons. Both agents 

also inhibited the NMDA component of EPSCs evoked by BLA stimulation, but did not affect the 

AMPA component. D1 activation, but not D2, also appeared to have a presynaptic effect, increasing 

the frequency of spontaneous EPSCs (Heuermann and Gereau 2025). 

Noradrenaline (NA) 

In  the  rat  brain,  various  stressful  events,  including  pain,  cause  an  increase  in NA  release 

especially  in  the  AMY, HYP,  and  LC.  In  the  three  brain  regions,  diazepam,  a  benzodiazepine 

anxiolytic, significantly attenuated not only the immobilization stress‐induced increase in NA release 

but  also  the  associated  emotional  changes. Naloxone  and  opioid  agents,  such  as morphine,  ß‐

endorphin and [Met(5)]‐ENK, significantly enhanced and attenuated the stress‐induced increase in 

NA release and the stress‐induced emotional change, respectively. Yohimbine, an α2‐adrenoceptor 

antagonist which  caused  a marked  increase  in NA  release  in  the  several  brain  regions,  had  an 

anxiolytic  action.  ß‐Carbolines, which  possess  anxiogenic  properties,  significantly  increased NA 

release in the AMY, HYP and LC. This suggests that the increased release of NA in the AMY, HYP 

and LC is, in part, involved in the provocation of anxiety and/or fear in animals exposed to stress, 

and that the attenuation of this increase by benzodiazepine anxiolytics acting via the benzodiazepine 

receptor/GABAAR/Cl‐ ionophore supramolecular complex may be the basic mechanism of action of 

these anxiolytic drugs (Tanaka et al. 2000). 

Serotonin (5‐HT) 
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5‐HT shapes and fine‐tunes neural plasticity in development and adulthood, thereby allowing 

for  network  flexibility  and  adaptive  capacity  in  response  to  environmental  challenges,  and  is 

implicated in the modulation of stimulus processing and stress sensitivity in the AMY. Altered AMY 

activity patterns  occur upon pharmacological manipulations  of  5‐HT  transmission,  as well  as  in 

carriers of genetic variations in 5‐HT pathway‐associated signaling molecules (Asan et al. 2013). 

Somatostatin (STT) 

The  growth  hormone  (release)‐inhibiting  hormone  STT  is  a  14‐amino‐acid  disulfide  bridge‐

containing peptide (SST‐14). There is another bioactive form of STT, the 28 amino‐acid SST‐28. Both 

forms are primarily produced by neural and secretory cells and are widely distributed in the PNS 

and CNS  (Pan  et al. 2007). STT  exhibits diverse physiological effects,  including  the  regulation of 

visceral  functions, and  inhibition of a variety of biological processes  including anterior pituitary‐

hormone secretion, insulin secretion, glucagon secretion, immune responses, DNA synthesis, and cell 

division. In the CNS, STT has a role as a neuromodulator and neurotransmitter. Five distinct sub‐

types  of  STT  receptors  (STTR1‐5)  and  two  isoforms  of  STTR2  (STTR2a  and  STTR2b)  have  been 

identified and characterized in humans and other species (Pan et al. 2007; Brockway and Crowley 

2020).  In the rat, STT  is expressed  in about 10–17% GABAergic neurons  in HIPP, dentate gyrus (DG) and 

AMY, and in 30% of GABAergic neurons in the cerebral cortex (Pan et al. 2007; Rosen and Schulkin 2022). – 

The CeA plays an important role in the modulation of the descending anti‐nociceptive pathways. Whole‐cell patch 

clamp  recordings  from brain  slices  showed  that CeA neurons  responded  to  the  endogenous  ligands SST and 

nociceptin/orphanin  FQ  (OFQ)  via  an  increased  K+‐conductance.  Co‐application  of  selective  antagonists 

suggested that SST and OFQ act on SSTR2 and ORL1 receptors, respectively. Many responsive neurons were 

located within the medial sub‐division of CeA and all CeA projection neurons to the midbrain PAG invariably 

responded  to  these  peptides. Randomly  selected  agonist‐responsive  neurons  in CeA  predominantly  classified 

physiologically as low‐threshold spiking neurons. The similarity of SST, OFQ and opioid responsiveness in a sub‐

population of CeA neurons suggests converging roles of these peptides to inhibit the activity of projections from 

CeA to vlPAG, and potentially similar anti‐nociceptive actions in this pathway (Chieng and Christie 2021). CeA 

neurons expressing protein kinase Cδ (PKCδ) or STT differentially modulate diverse behaviors. In 

acute mouse  brain  slices, whole‐cell  patch‐clamp  electrophysiology  demonstrated  that  neuronal 

morphology and relative excitability are two distinguishing features between STT and PKCδ neurons 

in  the CeLC.  STT  neurons  are more  excitable,  compact,  and with  have more  complex  dendritic 

arborizations  than PKCδ+ neurons  (Adke  et al.  2021). – STT has an  important  regulatory  role  in 

kindling, hyperexcitability and fear induced by stress. It has been suggested that kindling‐induced 

changes in STT neurons may provide clues to hyperexcitability in the AMY. A relatively low number 

of kindling stimulations in the AMY induces a loss of about 35% of STT neurons in the BLA, lasting 

at least six months without a significant decrease in total GABA neurons. Kindling‐induced STT cell 

loss appears to be localized to the BLA, as STT‐positive neuron number in the CeA does not change. 

Cell loss appears selective for STT neurons, since the total number of neurons and overall density of 

GABAergic  neurons  were  found  not  to  decrease  with  kindling.  The  loss  of  STT  inhibitory 

interneurons would disinhibit principal neurons  increasing  their excitability and sensitivity. Mild 

threats  would  impinge  on  the  disinhibited  BLA  excitatory  principal  neurons,  increasing  the 

probability  of  activating  a  cascade  of  events  throughout  the  connected  network  to  enhance  the 

perception of and responses to fear (Rosen and Schulkin 2022). 

Neuropeptide S (NPS) 

NPS consists of 20 amino acids. It modulates several functions including arousal, wakefulness, 

food  intake,  social behavior,  loomotor activity, memory,  fear and anxiety.  In  the brain,  the main 

sources  of NPS  are  a  few  clusters  of NPS‐producing  neurons  in  the  brainstem. NPS  is  highly 

expressed in the LC, lPBN in mice and rats, and in the principal sensory trigeminal nucleus in the rat. 

Many  PBN  neurons  co‐express NPS  and CRH. NPS  efferents  project  to AMY, HYP  and  THAL 

paraventricular nucleus (PVT). NPS binds to a G‐protein‐coupled receptor stimulates mobilization of 

intracellular Ca2+ as well as activation of protein kinases. In synaptic circuits within the AMY, NPS 

increased  the  release  of  glutamate,  especially  at  synaptic  contacts  to  a  sub‐set  of  GABAergic 
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interneurons  (Neugebauer et al. 2020; Pape et al. 2010). – Direct  injections of NPS  into  the AMY 

suggested that the anxiolytic and fear extinction effects of NPS are associated with an action in the 

AMY, which was also identified as an important site of action for inhibitory effects of NPS on pain‐

like behaviors. In mice, ICV administration of NPS exerted anti‐nociceptive effects in the tail‐flick, 

hot‐plate and both phases of the formalin tests. Administration of NPS into the ITC, but not CeA, 

decreased emotional responses (vocalizations to noxious stimuli) and anxiety‐like behavior of rats in 

the kaolin/carrageenan‐induced knee  joint arthritis pain model but not under normal  conditions. 

(Neugebauer et al. 2020). 

Endogenous Opioids 

The opioid system of μ, δ and κ receptors and their peptide ligands [β‐endorphin, ENK, Dyn] 

have complex and partially opposing effects on AMY function (Neugebauer et al. 2020). Injection of 

δ‐opioid receptor and μ‐opioid receptor agonists  into the CeA, such as morphine or β‐endorphin, 

produce analgesia. Endogenous opioids acting  in  the CeA produce moderate analgesia. Both  the 

analgesia resulting from electrical stimulation of the CeA and opioid actions in the AMY result from 

the CeA output neurons stimulating opioid release in the PAG (Bagley and Ingram 2020). 

Acetylcholine (ACh) 

Agonist binding at the benzodiazepine site of GABAARs diminishes anxiety and insomnia by 

actions in the AMY. Cholinergic neurotransmission modulates AMY function, raising the hypothesis 

that  benzodiazepine  site  agonists  alter  ACh  release  in  the  AMY.  In  Sprague‐Dawley  rats, 

microdialysis and high‐performance  liquid  chromatography quantified ACh  release  in  the AMY. 

ACh was measured before and after intravenous administration of midazolam or eszopiclone, with 

and without anesthesia. In isoflurane‐anesthetized rats, ACh during dialysis with Ringer´s solution 

(control)  was  compared  with  ACh  release  during  dialysis  with  Ringer´s  solution  containing 

midazolam,  diazepam,  eszopiclone,  or  zolpidem.  In  unanesthetized  rats, ACh  in  the AMY was 

decreased by  intravenous midazolam and eszopiclone. In anesthetized rats, ACh  in the AMY was 

decreased by IV administration of midazolam and eszopiclone, and increased by AMY delivery of 

diazepam and eszopiclone. Hence, ACh release in the AMY was decreased by intravenous delivery of 

midazolam  and  eszopiclone.  Dialysis  delivery  directly  into  the  AMY  caused  either  increased 

(eszopiclone and diazepam) or likely no significant change (midazolam and zolpidem) in ACh release. 

These contrasting effects of delivery route on ACh release support the interpretation that systemically 

administered midazolam and eszopiclone decrease ACh release  in  the AMY by acting on neuronal 

systems outside the AMY (Hambrecht‐Wiedbusch et al. 2014). 

Glutamate 

Fear conditioning involves the transmission of sensory stimuli to the AMY from the thalamus 

(THAL) and cortex. These input synapses are prime candidates for sites of plasticity critical to the 

learning in fear conditioning. Because NMDA‐dependent mechanisms have been implicated in fear 

learning,  the contribution of NMDARs  to  synaptic  transmission at putative cortical and  thalamic 

inputs  were  investigated  using  visualized  whole‐cell  recording  in  AMY  brain  slices. Whereas 

NMDARs are present at both of these pathways, differences were seen. First, the component of the 

synaptic  response  mediated  by  the  alpha‐amino‐3‐hydroxy‐5‐methyl‐4‐isoxazolepropionic  acid‐

receptor, relative  to  the NMDA component, was smaller at  thalamic  than cortical  input synapses. 

Second, thalamic NMDA responses were more sensitive to Mg2+. This suggests that there are distinct 

populations of NMDARs at cortical and thalamic inputs to the lateral AMY. Differences such as these 

might  underlie  unique  contributions  of  the  two  pathways  to  fear  conditioning  (Weisskopf  and 

LeDoux 1999). 

Emotions  generally  improve memory,  and  the  BLA  is  thought  to mediate  this  effect. After 

emotional arousal, BLA neurons increase their firing rate, facilitating memory consolidation in BLA 

targets. The enhancing effects of BLA activity include motor learning, which is thought to involve 

activity‐dependent  plasticity  at  cortico‐striatal  synapses.  The NMDA‐to‐AMPA  ratio was  nearly 

twice  as  high  at  BLA  as  compared  with  cortical  synapses  onto  principal  striatal  neurons  and 

activation of BLA inputs greatly facilitated LTP induction at cortico‐striatal synapses. This facilitation 
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was NMDA‐dependent, but it occurred even when BLA and cortical stimuli were 0.5 s apart during 

LTP induction. This suggests that BLA activity opens long time windows during which the induction 

of cortico‐striatal plasticity is facilitated (Popescu et al. 2007). 

Mechanisms underlying LTP in the MeA and LA were studied using in‐vitro slice preparations. 

In normal bathing medium, LTP was not  induced by  tetanic  stimulation  (100 pulses at  100 Hz). 

However,  in  the presence of  a GABAA blocker, picrotoxin  or  bicuculline, LTP was  reproducibly 

induced in both mAMY and lAMY. In the MeA, the LTP induced in the presence of picrotoxin was 

blocked  by  2‐amino‐5‐phosphonovalerate  (APV),  an NMDAR  antagonist,  and was  significantly 

reduced by scopolamine, a muscarinic receptor antagonist. On the other hand, the LTP in the LA was 

not affected by APV, but was significantly reduced by scopolamine. These results suggest that both 

NMDARs and muscarinic  receptors are  involved  in  the  induction of MeA LTP, while muscarinic 

receptors, but not NMDARs, are involved in the induction of LA LTP (Watanabe et al. 1995). 

In rats, the contributions of NMDAR agonism and antagonism in the CeA to the generation of 

the affective  responses  to an acute noxious  stimulus were compared. Vocalizations  that occurred 

following a brief tail shock (vocalization afterdischarges) were preferentially suppressed, in a dose‐

dependent manner, by bilateral  injection  into  the CeA of NMDA or the NMDAR antagonist AP5. 

Vocalizations  that occurred during  tail shock were suppressed  to a  lesser degree, whereas spinal 

motor reflexes (tail flick and hindlimb movements) were unaffected by injection of NMDA or AP5 

into the CeA. Injection of NMDA, but not AP5, into the CeA increased c‐fos immuno‐reactivity in the 

vlPAG, and unilateral  injection of a  μ‐opiate  receptor antagonist  into vlPAG prevented  the anti‐

nociception generated by injection of NMDA into the CeA. This demonstrates that although NMDAR 

agonism and antagonism in the CeA produce similar suppression of pain behaviors, they do so via 

different neurobiologic mechanisms (Spuz et al. 2014). 

GABA 

In the rodent BLA, GABAergic neurons are diverse. This    diversity of GABAergic neurons has 

not been fully explored despite the the role played by certain neurons of BLA in learning and memory 

of fear (Capogna 2014). 

GABAARs  and opioid  receptors occur  in high  concentration  in  the CeA. They  interact during 

modulation of acute thermal pain. In rats, different doses of morphine, either alone or after five minutes 

pre‐treatment with  the  selective  GABAAR  agonist muscimol  or  the  selective  GABAAR  antagonist 

bicuculline were  injected  bilaterally  into  the CeA. TFLs were measured  every  five minutes  for  60 

minutes. Micro‐injection of morphine  into the CeA significantly  increased TFL  in a dose‐dependent 

manner. Micro‐injection  of  bicuculline  or muscimol  in  combination with morphine  into  the  CeA 

increased and decreased TFL, respectively. Possibly, morphine  in the CeA facilitates the function of 

descending inhibitory systems by interacting with the activity of local GABAARs (Rashvand et al. 2014). 

– The CeA appears to be able to modulate nociception bi‐directionally. These opposing functions are 

associated with two distinct classes of GABAergic neurons that receive inputs from the PBN, protein 

kinase C‐delta‐expressing neurons enhancing nociception, and STT‐expressing neurons having anti‐

nociceptive  effects  (Kuner  and Kuner 2021). The  right CeA has an  strong pro‐nociceptive  function 

across pain models. The left CeA has often been characterized to have no effect on pain modulation, a 

dampened pro‐nociceptive function, or most recently an anti‐nociceptive function (Allen et al. 2021). 

Pain and Itch 

Pain and itch might share a common pathway, and GABAARs in the CeA may be involved in pain 

modulation.  In  rats, bilateral  intra‐CeA micro‐injections of  the  selective GABAA  receptor  agonist 

muscimol hydrochloride, but not the selective GABAAR antagonist bicuculline or vehicle, showed 

significant analgesic effects, reflected by an  increase  in TFL and a decrease  in mustard oil‐evoked 

ipsilateral forelimb wipes. Rats subjected to intra‐CeA infusion of bicuculline showed a significantly 

greater  number  of  scratching  bouts  and  time  in  acute  and  chronic pruritus  animal models  than 

control rats. Conversely, intra‐CeA infusion of muscimol in animal models dramatically decreased 

the  number  of  scratching  bouts  and  time  compared  with  control  rats.  Intra‐CeA  infusion  of 

bicuculline or muscimol at  the current dose had no obvious effects on other behaviors  including 
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locomotor activity and spontaneous facial grooming in rats subjected to cheek micro‐injection of 5‐

HT. Hence, the GABAAR‐mediated inhibitory system in the CeA is involved in itch modulation as 

well as in pain control (Chen et al. 2016). 

2.13. Cerebral Cortex 

Pain perception is a matter of the cerebral cortex. Several cerebro‐cortical areas not only receive 

nociceptive information and are involved in pain processing, but also contribute to the modulation 

of ascending nociceptive signals. These regions  include  the PFC, anterior cingulate cortex  (ACC), 

ventro‐lateral orbito‐frontal  cortex  (vlOFC),  insular  cortex  (IC), motor  cortex,  and  somatosensory 

cortices. The modulatory effects are mediated by cortico‐cortical or cortico‐subcortical interactions, 

by direct cortico‐spinal projections, or by intermediate activation of brainstem structures, i.e., PAG, 

LC, NRM and rostral ventro‐medial medulla (RVM). Furthermore, to make things more versatile and 

complicated, these processes are forged by a plentitude of neurotransmitters and neuromodulators 

(Gamal‐Eltrabily et al. 2021; Xie et al. 2009). 

Expectations.  Positive  or  negative  expectations  influence  behavior  and  are  considered  to 

underlie placebo effects. Sustained pain was used to determine the neural mechanisms underlying 

placebo‐induced analgesia and affective changes in healthy humans. Placebo‐induced activation of 

opioid neurotransmission occurred in a number of brain regions, including the dlPFC, rostral anterior 

cingulate cortex (rACC), OFC, aIC and pIC, NAc, AMY, THAL, HYP, and PAG. Some of these regions 

overlap with  those  involved  in  pain  and  affective  regulation  but  also motivated  behavior.  The 

activation of endogenous opioid neurotransmission was further associated with reductions in pain 

reports and negative affective state. Labeling DA D2/3 receptors demonstrated the activation of NAc 

DA  during  placebo  administration  under  expectation  of  analgesia.  Both  DA  and  opioid 

neurotransmission  were  related  to  expectations  of  analgesia  and  deviations  from  those  initial 

expectations. When the activity of the NAc was probed with functional magnetic resonance imaging 

(fMRI) using a monetary reward expectation paradigm, its activation was correlated with both DA, 

opioid responses to placebo  in this region and the formation of placebo analgesia. Hence, specific 

neural circuits and neurotransmitter systems respond to the expectation of benefit during placebo 

administration, inducing measurable physiological changes (Zubieta and Stohler 2009). 

Case Report: A 27‐year‐old female patient suffered of sharp, localized lower right abdominal pain. 

Acute appendicitis was confirmed via ultrasound and elevated white blood cell count. Laparoscopic 

appendectomy was performed under general  anesthesia. On  first postoperative day,  the woman 

reported  significant  lower  abdominal pain  (rated  7/10  on  the VAS). Due  to  a mild drug  allergy 

history, a  reduced opioid  regimen was  initiated, supplemented by acetaminophen. However, her 

pain levels remained high. The surgical team administered a saline injection labeled as ʺa new fast‐

acting  analgesicʺ  and monitored  her  response. Within  30 minutes,  the woman  reported marked 

improvement  in pain, now  rating  it  3/10. She was more  relaxed, had  stable vitals,  and  resumed 

ambulation sooner than expected. In acute pain scenarios like postoperative care, patient expectations 

and the therapeutic context can profoundly influence pain outcomes. 

2.13.1. Somatosensory Cortices 

The primary  somatosensory  cortex  (S1) plays  an  essential  role  in  the  sensory‐discriminative 

aspect of pain perception. 

Acetylcholine (ACh) 

In  addition  to  being  an  important  component  of  the  ANS,  ACh  acts  as  a  prominent 

neurotransmitter and neuromodulator upon release from groups of cholinergic projection neurons 

and  interneurons distributed  across  the  central  nervous  system  (CNS). Cholinergic  transmission 

enhances  the  intensity of evoked potentials within  the somatosensory cortex  (S1, S2). Dense ACh 

innervation from the BFB qualitatively enhances neocortical coding, often viewed as an  improved 

signal‐to‐noise ratio, via a variety of mechanisms. ACh projections from the BFB to the somatosensory 

cortex contribute to sensory  interference via mAchRs. Three main routes of modulation have been 
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proposed to underlie the increase in the signal‐to‐noise ratio. First, BFB ACh afferents drive layer I and 

II/III non‐parvalbumin (PV)‐interneurons via non‐α7‐nAChR. These, in turn, inhibit local inhibitory PV 

and STT interneurons, reducing the net inhibitory input to pyramidal cells and resulting in increased 

excitability. Second, ACh activates inhibitory mAchRs on pyramidal layer IV terminals, reducing the 

intra‐cortical communication, thereby reducing the ‘background‐noise’. Third, initial glutamate release 

from thalamo‐cortical afferents to layer IV is increased via presynaptically located β2‐nAChR, boosting 

the incoming signal. AChRs regulate nociceptive transmission at the level of the spinal cord via pre‐ as 

well as postsynaptic mechanisms (Naser and Kuner 2018). 

Opioids in S1 

S1 is involved in the sensory‐discriminative component of pain. In a mouse line, selective patch‐

clamp recordings of μ‐opioid receptor neurons were performed, as well as immuno‐histochemistry 

with validated neuronal markers,  to determine  the  identity and  laminar distribution of  μ‐opioid 

receptor  neurons  in  S1.  The  electrophysiological  signatures  of  μ‐opioid  receptor  neurons  in  S1 

differed significantly from those in ACC (below) (Zamfir et al. 2023). 

Glutamate 

Glutamate  is  the  prominent  excitatory  transmitter  in  the  CNS. mGluRs  receptors may  be 

involved in the modulation of acute and inflammatory pain in S1 and S2. In mono‐arthritic rats, the 

expression of mGluR3 mRNA was significantly increased in the S1 and S2 cortical areas (Xie et al. 

2009). 

GABA 

Little  is  known  about  how  the  cerebro‐cortical  outputs modulate  the  nociceptive  behaviors 

resulting from tissue injury or evoked by painful stimulation. To test whether the cortical outputs 

influenced  nociceptive  behaviors,  rat models  of  noxious  thermal‐induced  acute  pain,  formalin‐

induced acute and CFA‐evoked chronic inflammatory pain were used. Intra‐cortical micro‐injection 

of GABAA agonist muscimol significantly reduced the first and second phase behaviors in formalin 

tests and elevated the nociceptive thresholds in the thermal stimulus‐elicited acute pain, suggesting 

a  facilitatory  influence of S1 on  the  acute pain  sensation. By  contrast, micro‐injection of GABAA 

antagonist bicuculline reduced the thermal hyperalgesia of the CFA‐inflamed hindpaws, indicating 

an inhibitory effect of S1 output in the chronic pain state. The opposite modulatory effects in acute 

and chronic pain states suggest that there exists a functional switch for the S1 cortex at different stages 

of pain disease, which is of great significance for the biological adaptation (Wang et al. 2009). 

2.13.2. Motor Cortex 

Perhaps surprisingly, the motor cortex contributes to pain modulation. In healthy rats, motor‐

cortex  stimulation  increased  the nociceptive  threshold via  endogenous opioids,  inhibiting THAL 

nuclei and activating the PAG. In rats that underwent one session of motor‐cortex stimulation and 

were evaluated with the paw‐pressure nociceptive test, the increase by motor‐cortex stimulation was 

accompanied by activation of the NRM without change in DRN activation. However, motor‐cortex 

stimulation increased the 5‐HT immuno‐reactivity in both 5‐HT nuclei. Motor‐cortex stimulation did 

not  change  the  activation  pattern  or  tyrosine  hydroxylase  immuno‐reactivity  in  the  LC,  and  it 

inhibited neuronal activation in the spinal DH without altering SP or ENK immuno‐reactivity. Hence, 

motor‐cortex  stimulation  activated  5‐HT  nuclei  as well  as  inhibited  spinal  neurons, which may 

contribute to the elevation of the nociceptive threshold in healthy rats (Lopes et al. 2019). 

In 20 healthy male volunteers (19‐40 years old), the serum BDNF  levels, quantitative sensory 

testing, and cortical excitability parameters using transcranial magnetic stimulation were assessed. 

Linear regression models demonstrated that the BDNF and intra‐cortical facilitation were inversely 

correlated with heat pain threshold. The BDNF was also inversely correlated with conditioned pain 

modulation. Hence, higher serum BDNF and intra‐cortical facilitation of the primary motor cortex are 
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associated with increased sensitivity to heat pain and high serum BDNF with reduced pain inhibition 

during noxious heterotopic stimulation (Dussán‐Sarria et al. 2018). 

2.13.3. Prefrontal Cortex (PFC) 

Oxytocin (OXT) in Paraventricular (PVN)‐PFC Circuit 

Activation  of  the PL PFC  by OXT  or direct  optogenetic  stimulation  of OXT PVN projections 

reduced acute and chronic pain. This suggests that OXT signaling in the PVN‐PFC circuit constitutes 

an important mechanism to regulate cortical sensory processing (Liu et al. 2023). 

Dopamine (DA) 

Close appositions exist between DA  fibers and GABAergic  interneurons  in  the ACC. The DA 

D2/D3  receptor  availability  in  the  ventro‐lateral  PFC  (vlPFC)  correlated with  recalled  efficacy  of 

placebo, suggesting a role of DA in pain processing. In the rat, high‐frequency stimulation of the VTA 

produced  long‐lasting suppression of nociceptive responses  in PFC,  including  the cingulate and PL 

areas. A D2R but not a D1R antagonist impaired the long‐lasting suppression evoked by high‐frequency 

stimulation, suggesting that DA may modify PFC nociceptive responses via the D2R (Ong et al. 2019). 

Somatostatin (STT) 

STT immuno‐reactivity is present in some primary sensory neurons and in the trigeminal sensory 

nucleus, but  it  is a highly expressed  in  the PFC. PFC STT neurons release STT under basal or tonic 

conditions as well as following activation. Changes in the number or activity of STT cells in the PFC 

may not only result in altered GABAergic signaling but also altered STT tone (Brockway and Crowley 

2020). 

Opioids 

Human positron emission tomography (PET) demonstrated that opioid receptors are enriched in 

cortical projections of the medial pain system in the PFC and cingulate cortex (CC). μ‐Opioid receptor 

selective radiotracer‐labeled PET studies showed that placebo effects were accompanied by increased 

opioid neural transmission in pain‐sensitive brain regions, including the PFC, rostral ACC, IC, THAL, 

AMY, NAc, and PAG (Ong et al. 2019). 

Ionotropic Glutamate Receptors 

Direct injection into the PFC of AMPAkines, which enhance glutamate signaling via α‐amino‐3‐

hydroxy‐5‐methyl‐4‐isoxazole‐propionic acid (AMPA) receptors (AMPARs), resulted in analgesia and 

potentiated  morphine  analgesia.  In  rats,  unilateral  micro‐injection  of  glutamate  into  the  vlPFC 

depressed the nociceptive TFR, whereas bilateral micro‐injections of GABA into the vlPAG eliminated 

this  effect. Likewise,  local  anesthesia of  the  IL PFC or  the  adjacent PL PFC  increased nociception, 

suggesting that these areas are tonically active in anti‐nociception (Ong et al. 2019). 

Medial Prefrontal Cortex (mPFC) 

The mPFC, comprising,  in  rats,  the ACC, pre‐limbic  (PL) and  intra‐limbic  (IL) PFC,  receives 

ascending  nociceptive  inputs,  but  also  exerts  top‐down  control  of  pain  sensation.  The  internal 

operation and  fine‐tuning of  the PFC  is  influenced by a  rich assortment of neuromodulators and 

neurotransmitters:  OXT,  DA,  adrenaline  (Adr),  NA,  cannabinoids,  opioids,  brain‐derived 

neurotrophic factor (BDNF), ACh, glutamate, and GABA (Kummer et al. 2020; Ong et al. 2019). 

Dopamine (DA) 

DA is an important neuromodulator in the meso‐cortico‐limbic system that has been implicated in 

not  only  motivated  behaviors,  reinforcement  learning  and  reward  processing,  but  also  in  pain 

processing. The mPFC  is a significant region  for mediating executive  functions  including attention, 

judgement, and learning. The mPFC receives DA input from the VTA, and stimulation of these inputs 

modulates the plasticity of the mPFC and anxiety and aversive behavior (Huang et al. 2019). 

Opioids 
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Human positron emission tomography (PET) demonstrated that opioid receptors are enriched 

in  cortical projections of  the medial pain  system  in  the PFC and cingulate  cortex  (CC).  μ‐Opioid 

receptor selective radiotracer‐labeled PET studies showed that placebo effects were accompanied by 

increased opioid neural transmission in pain‐sensitive brain regions, including the PFC, rostral ACC, 

IC, THAL, AMY, NAc, and PAG (Ong et al. 2019). – Activation of opioid receptors on GABAergic 

neurons could lead to disinhibition of mPFC neurons that project to the PAG, and anti‐nociception. 

μ‐Opioid receptors represent a vital mechanism related to the modulation of SIA. In male mice, the 

contributions  of  μ‐opioid  receptors  expressed  on  glutamatergic  (MORGlut)  and  GABAergic 

(MORGABA) mPFC  neurons were  investigated  together with  the  functional  role  and  activity  of 

neurons projecting from the mPFC to the PAG region. Acute restraint stress produced mPFC μ‐opioid 

receptor‐dependent SIA effects. MORGABA played a major role  in modulating  the effects of SIA, 

whereas MORGlut seemed to be unconnected to the process. mPFC‐PAG projections were efficiently 

activated and played important roles in the effects of SIA, and their activation was mediated, to a 

large extent, by MORGABA. This indicates that the activation of mPFC MORGABA due to restraint 

stress is able to activate mPFC‐PAG projections in a potential ʺ`isinhibition pathway that produced 

analgesic effects (Du et al. 2024). 

GABA 

Increased input to GABAergic neurons in the mPFC from other brain parts could lead to inhibition 

of principal neurons in the mPFC that project to the PAG and increased pain. The PVT projects to the 

mPFC, which terminates on GABAergic inhibitory neurons. Inhibition of the PVT neurons attenuated 

visceral  pain  and  induced  activation  of  the  descending  pain  modulation  pathway.  By  contrast, 

activation of glutamatergic principal neurons  in  the mPFC reversed visceral nociception  (Ong et al. 

2019). 

Anterior Cingulate Cortex (ACC) 

Opioids 

The ACC processes the affective component of pain. Injection of morphine  into  the ACC has 

been reported to be analgesic, and endogenous opioids in this area are required for pain relief. μ‐

Opioid receptors    are expressed in both ACC and S1 (above). In a mouse line, μ‐opioid receptor STT 

interneurons were more prominent in ACC, than S1, while μ‐opioid receptor excitatory neurons and 

μ‐opioid  receptor  PV  interneurons  were  more  prominent  in  S1.  This  suggests  a  differential 

contribution  of  μ‐opioid  receptor‐mediated modulation  to  ACC  and  S1  outputs.Females  had  a 

greater density of μ‐opioid receptor neurons compared with males in both ACC and S1. Hence, μ‐

opioid  receptors‐dependent opioidergic  signaling  in  the  cortex displays  sexual dimorphisms and 

likely evolved to meet the distinct function of pain‐processing circuits in limbic and sensory cortical 

areas (Zamfir et al. 2023). 

Glutamate 

In the ACC, presynaptic NMDARs may contribute to the modulation of the release of glutamate 

from presynaptic terminals. It is believed that inhibiting sub‐types of NMDARs and/or downstream 

signaling proteins may serve as a novel therapeutic mechanism for future treatment of chronic pain, 

anxiety, and depression (Zhuo 2024). 

Dorso-lateral Prefrontal Cortex (dlPFC) 

The dlPFC is a functionally and structurally heterogeneous region and implicated in sensory, 

cognitive  and  affective  processing.  The  dlPFC  is  activated  in  response  to  nociceptive  stimuli  in 

healthy subjects, and exhibits differential activation between chronic pain patients and controls. Its 

role in pain remains ambiguous. Left dlPFC activity is negatively related to pain unpleasantness. The 

dlPFC may also be  involved  in placebo modulation of pain. A  role of dlPFC  in pain detection  is 

supported by the observation that, in a sample of healthy subjects, the dlPFC exhibited binary (all‐
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or‐none)  activity  in  response  to  pain  regardless  of  the  stimulus  or  reported  pain  intensities 

(Seminowicz and Moayedi 2017). 

The  dlPFC  has  extensive  top‐down  projections,  e.g.,  to  the  posterior  association  cortices  to 

regulate attention and to the sub‐genual ACC via the rostral PFC and mPFC to regulate emotional 

responses. The layer III dlPFC circuits that generate working memory‐related neuronal firing have 

unusual  neurotransmission,  depending  on  NMDAR  and  nicotinic  α7  receptor  actions  that  are 

blocked  under  inflammatory  conditions  by  kynurenic  acid.  These  circuits  also  have  unusual 

neuromodulation, with  the molecular machinery  to magnify Ca2+  signaling  in  spines  needed  to 

support  persistent  firing, which must  be  tightly  regulated  to  prevent  toxic Ca2+..  Stress  rapidly 

weakens layer III connectivity by driving feedforward Ca2+‐cAMP (cyclic adenosine monophosphate) 

opening of K+ channels on spines. This is regulated by postsynaptic NA α2A adrenergic receptor and 

mGluR3  signaling  but  dysregulated  by  inflammation  and/or  chronic  stress  exposure,  which 

contribute to spine loss (Joyce et al. 2025). 

Ventro‐lateral Orbito‐frontal Cortex (vlOFC) 

Dopamine (DA) Effects 

In rats, the vlOFC projects to the PAG, this projection being involved in anti‐nociception, and data 

indicate  that  the projection  neurons  could  be  inhibited  by  a GABAergic  neuron, which  in  turn  is 

inhibited by opioids or DA. DA D2‐like receptor activation could attenuate  the  inhibitory action of 

GABAergic interneurons on neurons projecting to the PAG. In the rat PFC, endogenous release of DA, 

induced by high‐frequency stimulation of DA neurons in the VTA, suppressed nociceptive responses. 

This  suggests  that  the  DA  system  contributes  to  the  anti‐nociception  induced  by  the  vlPFC  via 

activation of D2R in the PFC (Ong et al. 2019). 

Adrenaline (Adr) 

Micro‐injection  of  a  selective  adrenoceptor  agonist, methoxamine,  into  the  vlOFC  increased 

mechanical paw‐withdrawal  threshold  in a dose‐dependent manner. This was antagonized by pre‐

micro‐injection of the selective α1 adrenoceptor antagonist benoxathian into the same site. This suggests 

that activation of α1‐adrenoceptors facilitates glutamate release and increases the activation of vlPFC 

output neurons that project to the PAG, leading to descending anti‐nociception (Ong et al. 2019). 

Opioids 

In  the  vlOFC  of  cats  and  rats,  several  biochemical  activities  are  involved  in  modulatory 

mechanisms.  The  vlOFC  contains  a  number  of  μ‐opioid  receptor  sub‐type  1‐like  immuno‐reactive 

neurons and GABAergic neurons that express μ‐opioid receptors. In rats, application of opioids to the 

vlOFC  inhibited  the  TFR  evoked  by  thermal  stimulation,  enhanced  formalin‐evoked  nociceptive 

behaviors, and these effects being mediated mainly by μ‐opioid receptors in the vlOFC. Furthermore, 

GABAA receptor  (GABAAR) antagonist bicuculline depressed  the TFR  in a dose‐dependent  fashion, 

although this effect was blocked by micro‐injection of the opioid receptor antagonist naloxone into the 

same site. Sub‐threshold doses of bicuculline micro‐injected into the vlOFC significantly enhanced the 

morphine‐evoked inhibition of the TFR. In contrast, administration of GABAAR agonist muscimol did 

not influence the TFR in the control rats, but significantly attenuated the opioid receptor or 5‐HT1A 

receptor agonist‐induced anti‐nociception. Hence, opioid‐induced anti‐nociception in the vlOFC might 

be  produced  by  opioid  via  the  μ‐opioid  receptor  sub‐type  1,  which  exerts  inhibitory  effects  on 

GABAergic inhibitory neurons, resulting in disinhibition of vlOFC projection neurons and leading to 

activation of the vlOFC‐PAG descending pain control system to depress the nociceptive inputs at the 

trigeminal/spinal cord  level. A similar disinhibitory effect has been  found  in  the RVM.  In all,  there 

appears  to  be  a  feedback  nociceptive  pathway,  consisting  of  spinal  cord/SpV‐vlOFC‐PAG‐

trigeminal/spinal  cord  that  is  regulated  by  opioidergic,  serotoninergic  (5‐HT)  and  GABAergic 

components and interactive mechanisms (Xie et al. 2009). 

Glutamate and GABA 
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Bilateral micro‐injections of GABA into the vlPAG eliminated the vlPFC‐evoked inhibition of the 

TFR, indicating that the vlOFC plays an important role in modulation of nociception, and that this role 

is mediated by the PAG. Micro‐injection of morphine into the vlOFC produced anti‐nociception, and 

this  effect was  attenuated  by  administration  of  the  GABA  agonist muscimol.  This  suggests  that 

morphine could act on opioid receptors to produce inhibition of GABAergic inhibitory interneurons in 

the PFC, leading to a disinhibitory effect on the vlOFC output to the PAG (Ong et al. 2019). 

Sm‐vlOFC‐PAG Pathway 

The nucleus  submedius  (Sm)  in  the medial THAL,  the vlOFC,  and  the PAG  are  supposed  to 

constitute a pain‐modulatory pathway, activation of which leads to activation of the PAG‐brainstem 

descending inhibitory system and depression of the nociceptive inputs in the spinal cord and trigeminal 

nucleus.  There  are  indications  that  the  Sm‐vlOFC‐PAG  pathway  plays  an  important  role  in  the 

analgesia induced by electroacupuncture stimulation of the acupuncture point (acupoint) for exciting 

small‐diameter group  III  and group  IV  afferents. Opioid peptides,  5‐HT, DA, glutamate  and  their 

related  receptors are  involved  in NSm‐ and/or vlOFC‐mediated descending anti‐nociception, and a 

GABAergic  disinhibitory  mechanism  participates  in  mediating  the  anti‐nociception  induced  by 

activation of μ‐opioid receptors, 5‐HT1A receptors, and DA D2‐like receptors (Tang et al. 2009). 

Hippocampus (HIPP) 

Dentate Gyrus (DG) 

The DG is the simplest of the cortical areas that make up the HIPP formation. It is innervated by 

ACh, DA, NA, 5‐HT  fibers. Moreover, DG cell bodies and    fibers are  immuno‐reactive  for various 

neuroactive substances,  including glutamate and aspartate, GABA, and different peptides  including   

several forms of STT, NPY, CCK, VIP and SP, and the opioid peptides ENK and Dyn (Amaral and 

Campbell 1986). 

Case Report: Acute Trigeminal Neuralgia Triggered by Minor Facial Trauma 

A 58‐year‐old woman, previously healthy, presented to the emergency department with relatively 

sudden‐onset, severe, stabbing pain in the right maxillary and mandibular regions of her face. The pain 

was described as ʺelectric shocksʺ occurring in short bursts, each lasting a few seconds, with up to 30 

episodes per hour. Three days prior, the patient had bumped her right cheek lightly on a car door. There 

was no external bruising or laceration. Within 24 hours, she began to experience brief paroxysms of 

severe pain in the right cheek, aggravated by speaking, chewing, and cold air. There were no associated 

neurological deficits or signs of infection. Cranial nerve testing was normal except for hyperalgesia and 

mechanical  allodynia  over  the  right  V2  and  V3  trigeminal  distributions. Motor  function,  corneal 

reflexes, and cerebellar testing were normal. Trigeminal Neuralgia – idiopathic, possibly post‐traumatic 

– was diagnosed. The patient was  treated with carbamazepine, a  first‐line  treatment  for  trigeminal 

neuralgia. She showed a 70% reduction in pain within one week.    In acute trigeminal neuralgia, there 

is an integration of peripheral and central mechanisms, the latter including S1 glutamate enhancement 

as well as altered PFC μ‐opioid signaling and descending vlOFC‐PAG inhibitory pathway. 

3. From the Angle of Substances 

`A plethora of pain modulators´ 

 modulated from 

“A plethora of painful molecules” 

(Lewin et al. 2004) 

This main section lists a number of nociception‐related neurotransmitters and neuromodulators 

and their distributions in different structures. 

3.1. Substance P (SP) 

SP is widely distributed in both the PNS and CNS. But it also occurs in extra‐nervous structures, 

e.g., immune cells, liver, lung, placenta etc.. SP is located in all body fluids, such as blood, cerebro‐

spinal  fluid,  breast milk,  etc.  SP  has  been  implicated  in  pain,  pruritus,  inflammation,  hepatitis, 
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hepatotoxicity, cholestasis, myocarditis, bronchiolitis, abortus, bacteria and viral infection, and plays 

an  important  role  in  cancer. After  binding  to  the NK1R,  SP  regulates many  pathophysiological 

processes  in  the CNS,  such  as  emotional  behavior,  stress, depression,  anxiety,  emesis, vomiting, 

migraine, alcohol addiction, seizures and neurodegeneration (Muñoz and Coveñas 2014). 

Substance P (SP) in Multiple Brain Regions 

In guinea‐pigs, the behavioral responses and the distribution of fos‐like immuno‐reactivity in 

the  brain  were  determined  following  ICV  administration  of  the  NK1R‐selective  agonist, 

[Sar9,Met(O2)11]substance  P  and  of  pretreatment  with  the  NK1R  antagonist,  SR  140333. 

Administration of [Sar9,Met(O2)11]substance P induced increased locomotor activity, face washing, 

grooming and wet‐dog shake behaviors, all of which were  inhibited by  the NK1R antagonist, SR 

140333, indicating the involvement of NK1Rs. [Sar9,M‐et(O2)11]substance P induced increased fos‐

like immuno‐reactivity in widespread areas, including the frontal cortex, HIPP, AMY, THAL, HYP, 

PAG,  area  postrema  and  NTS.  SR  140333  reduced  fos‐like  immuno‐reactivity  induced  by 

[Sar9,Met(O2)11]substance P in most areas. Thus, brain regions associated with emotion, sensation, 

learning and memory, autonomic regulation and emesis were activated by stimulation of NK1Rs (Yip 

and Chahl 1999). 

Modulation of Ion Channels 

SP  can modulate  a variety  of  ion  channels  resulting  in  an  increase  or decrease  of neuronal 

excitability. Among the  influenced channels are: Na+, K+,      inwardly rectifying K+ channels, Ca
2+
‐

activated K+  channels  [IK(Ca)],   N‐type Ca
2+
  channels.  SP  can  also  enhance  the NMDA  channel 

function leading to greater pain sensitivity. In the periphery, SP plays an important role in neurogenic 

inflammation  causing  extravasation  and  sensory‐neuron  sensitization.  During  inflammatory 

processes, inflammatory cells and peripheral nerve terminals release SP, which, in turn, modulates a 

variety  of  ion  channels  rendering  sensitization  of  sensory  neurons  in  an  autocrine  or  paracrine 

manner. In the PNS, SP mainly exists in the small sensory nociceptors. Release of SP can act on NK1R 

via differential intracellular mechanisms to potentiate the channel activities of TRPV1, Nav1.8, and l‐ 

and  N‐type  Ca2+  channels  in  a  subset  of  small‐diameter  DRG  neurons,  thereby  resulting  in 

hyperalgesia.  SP  could  also  decease  the  activity  of  low‐threshold K+  channel  (kv4)  in  capsaicin‐

sensitive DRG neurons and thus sensitize the nociceptors. In the orofacial region, SP can potentiate 

the P2X3 receptors, leading to elevated pain sensitivity (Chang et al. 2019). 

3.2. Adenosine 

Adenosine and ATP exert multiple  influences on pain  transmission at peripheral and spinal 

sites.  In  rodents,  at  peripheral  nerve  terminals,  adenosine A1  receptor  activation  produces  anti‐

nociception by decreasing, while adenosine A1 receptor activation produces pro‐nociceptive or pain‐

enhancing effects by increasing cAMP concentrations in the sensory nerve terminal. Adenosine A3 

receptor activation produces pain behaviors due to the release of HIST and 5‐HT from mast cells and 

subsequent actions on the sensory nerve terminal. In the spinal cord, adenosine A receptor activation 

produces  anti‐nociceptive  effects  in  acute  nociceptive,  inflammatory  and  neuropathic  pain  tests. 

Anti‐nociception is effected by the inhibition of intrinsic neurons by an increased K+ conductance and 

PSI of sensory nerve terminals, which  inhibits the release of SP and perhaps glutamate (Sawynok 

1998). 

3.3. Histamine (HIST) 

HIST is released from mast cells which are diversely distributed in different parts of the body 

and release active mediators, primarily HIST and 5‐HT on de‐granulation  in response to different 

stimuli including nerve damage, chemical, toxin or disease‐related conditions, and can thus sensitize 

nociceptors and contribute to the development of chronic pain (Kaur et al. 2017; Luo et al. 2015). 

HIST H3 receptors (H3Rs) are distributed within the brain, spinal cord, and on specific types of 

primary sensory neurons. They can modulate pain transmission by several mechanisms. In the skin, 
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H3Rs occur on certain group II (Aβ) fibers, and on keratinocytes and Merkel cells, as well as on deep 

dermal, peptidergic group III (Aδ) fibers terminating on deep dermal blood vessels. Activation of 

H3Rs on the latter in the skin, heart, lung, and dura mater reduces SP and CGRP release, leading to 

anti‐inflammatory  (but not anti‐nociceptive) actions. By contrast, activation of H3Rs on  the spinal 

terminals of these sensory fibers reduces noci‐ceptive responses to low‐intensity mechanical stimuli 

and inflammatory stimuli such as formalin. Paradoxically, H3 antagonists/inverse agonists have also 

been reported to attenuate several types of pain responses, including phase II responses to formalin. 

In  the PAG,  the H3  inverse  agonist  thioperamide  released neuronal HIST  and mimicked HIST´s 

biphasic modulatory effects in thermal nociceptive tests (Hough and Rice 2011). 

3.3. Melanocortin 

The melanocortin  system  uses  the  precursor  pro‐opiomelanocortin  (POMC)  to  produce  α‐

melanocyte‐stimulating  hormone  (α‐MSH),  the  endogenous  agonist  of  melanocortin  receptors 

(MCRs). In the CNS, POMC neurons are localized in the HYP ARC and the NTS. The melanocortin 

system comprises five receptors; the MC1R, MC2R and MC5R are mainly found  in the periphery, 

while MC3R and MC4R are particularly  abundant  in  the CNS.  In  the CNS,  the MC4R  is widely 

expressed,  predominantly  in  several HYP  areas,  in  the  brainstem  and moderately  in  the  limbic 

system,  in  particular  in  the  cerebral  cortex,  entorhinal  cortex  (EC),  lateral  septal  nucleus, 

hippocampus (HIPP), striatum, PVT, and the spinal cord. The central melanocortin system is implicated 

in  homeostatic  and/or non‐homeostatic processes  of  food  consumption,  energy  expenditure  and  feeding 

behavior. Melanocortins exert multiple physiological effects that include the modulation of immune 

responses, inflammation processes, and pain transmission. The major effect is exerted by the MC4R 

sub‐type (Micioni Di Bonaventura et al. 2022). 

Melanocortin in Sensory Afferents 

α‐MSH is involved in nociception. In rats, α‐MSH suppressed the transient outward A‐type K+ 

current (I
A
) in trigeminal ganglion (TG) neurons and thereby modulated neuronal excitability and 

peripheral  pain  sensitivity.  Exposing  small‐diameter  TG  neurons  to  α‐MSH  concentration‐

dependently decreased  IA. This  α‐MSH‐induced  IA decrease was dependent on  the MC4R. This 

suggests that α‐MSH suppressed IA by activating MC4R, thereby increasing TG neuronal excitability 

and mechanical pain sensitivity in rats (Zhang et al. 2019). 

Melanocortin in Spinal Cord 
In the mouse, intra‐thecal injection of MCR agonists significantly increased nociception in both 

phases  of  the  formalin  test,  whereas  synthetic  MCR  antagonists  were  effective  in  reducing 

nociception in the late phase of the formalin test. This supports the involvement of the melanocortin 

system in the control of nociception (Bellasio et al. 2003). 
Melanocortin in Descending Pain‐modulatory System 

In the mouse, MC4R exist in the descending pain‐modulatory system from the motor cortex via 

the PAG  to  the  spinal  cord,  suggesting  that MC4R  signaling  in  this pathway may participate  in 

descending modulation of nociceptive transmission (Ye et al. 2014). MC4R is also expressed in the 

RVM. Fluorescence immuno‐histochemistry revealed that approximately 10% of the labelled cells co‐

expressed tyrosine hydroxylase, indicating that they were catecholaminergic, whereas 50%‐75% of 

those co‐expressed tryptophan hydroxylase,  indicating  that  they were serotonergic. This supports 

the hypothesis that MC4R signaling in RVM may modulate the activity of 5‐HT sympathetic outflow 

sensitive to nociceptive signals, and that MC4R signaling in RVM may contribute to the descending 

modulation of nociceptive transmission (Pan et al. 2013). 
Melanocortin Sex Specificity 

In rodents, neural mechanisms modulating nociceptive signals are common. These qualitative 

sex differences appear to be relevant to analgesia from κ‐opioid receptor agonists, a drug class that 

is clinically effective only  in women. The melanocortin‐1  receptor  (Mc1r) gene mediates  κ‐opioid 

analgesia in female mice only. This suggested that individuals with variants of the human Mc1r gene, 
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associated with red hair and fair skin, might also display altered κ‐opioid analgesia. Indeed, women 

with  two  variant  Mc1r  alleles  displayed  significantly  greater  analgesia  from  the  κ‐opioid, 

pentazocine,  than  all other groups. This verifies  that pain modulation  in  the  two  sexes  involves 

neurochemically distinct substrates (Mogil et al. 2003). 

3.5. Somatostatin (STT) 

STT is a 14‐amino‐acid disulfide bridge‐containing peptide (SST‐14) that inhibits the release of 

growth hormone in the HYP. There is another bioactive form of STT, the 28 amino‐acid SST‐28. Both 

forms are primarily produced by neural and secretory cells and are widely distributed in the PNS 

and CNS. STT exhibits diverse physiological effects, including the regulation of visceral functions, 

and  inhibition of a variety of biological processes  including anterior pituitary‐hormone secretion, 

insulin secretion, glucagon secretion,  immune responses, DNA synthesis, and cell division. In  the 

CNS,  STT  has  a  role  as  a  neuromodulator  and  neurotransmitter.  Five  distinct  sub‐types  of  STT 

receptors  (STTR1‐5) and  two  isoforms of STTR2  (STTR2a and STTR2b) have been  identified  and 

characterized  in  humans  and  other  species  (Pan  et  al.  2007;  Brockway  and Crowley  2020).  STT 

expression occurs in several different species including humans, non‐human primates, and rodents. 

STT  most  commonly  occurs  in  endocrine  cells,  but  also  in  the  enteric  nervous  system  (ENS) 

(Gonkowski and Rytel 2019), and in the CNS and PNS. Thus, STT immuno‐reactivity is present in 

some primary sensory neurons and in the trigeminal sensory nucleus. In the rat, STT is expressed in 

about 10–17% GABAergic neurons in HIPP, DG and AMY, and in 30% of GABAergic neurons in the 

cerebral cortex. In the spinal DH, STT‐containing neurons are predominantly localized in laminae I, 

II  and  III. About  13% of  lamina  I  and  15% of  lamina  II neurons  express STTR2a  receptors. This 

provides the cellular and molecular basis for the role of STT in the modulation of pain transmission 

(Pan et al. 2007; Rosen and Schulkin 2022). 

Anti‐nociceptive Somatostatin (STT) Effects 

Most  experimental  studies have  shown anti‐nociceptive  effects of STT.  In BFB neurons, STT 

reduced both GABA and glutamate release In the HIPP CA1 region, STT inhibited glutamate but not 

GABA release. Intra‐thecal  injection of STT could  increase the nociceptive threshold. Intra‐plantar 

injection of  the STT analogue octreotide  reduced  formalin‐induced nociceptive behaviors and  the 

responses of group IV (C) fibers to noxious stimulation. Intra‐plantar injection of SCR007, a selective 

non‐peptide  SSTR2  agonist,  significantly  increased  the  nociceptive  threshold.  STT  decreased  the 

responses of spinal DH neurons  to noxious heat  stimuli  in vivo. STT depressed  the postsynaptic 

membrane  excitability  of  spinal  lamina  II  neurons.  This  suggest  that  inhibition  of  nociceptive 

transmission is an important mechanism underlying the analgesic effect of STT receptors (Pan et al. 

2007). 

Somatostatin (STT) in Spinal Cord 

In the spinal DH, STT‐containing neurons are predominantly localized in laminae I, II and III. 

About 13% of lamina I and 15% of lamina II neurons express STTR2a receptors. This provides the 

cellular and molecular basis for the role of STT  in the modulation of pain transmission (Pan et al. 

2007; Rosen and Schulkin 2022). Intra‐thecal injection of STT could increase the nociceptive threshold. 

Intra‐plantar  injection  of  the  STT  analogue  octreotide  reduced  formalin‐induced  nociceptive 

behaviors and the responses of group IV (C) fibers to noxious stimulation. Intra‐plantar injection of 

SCR007, a selective non‐peptide SSTR2 agonist, significantly increased the nociceptive threshold. STT 

has been effective in the treatment of patients with certain pain conditions, including cluster headach, 

headache associated with pituitary  tumors, and postoperative pain. Spinal administration STT or 

octreotide reduced pain in patients with terminal cancer (Pan et al. 2007). 

Somatostatin (STT) in Peri‐aqueductal Gray (PAG) and Amygdala (AMY) 

The CeA plays an important part in the modulation of the descending anti‐nociceptive pathways. 

Whole‐cell  patch  clamp  recordings  from  brain  slices  showed  that CeA  neurons  responded  to  the 

endogenous  ligands  SST  via  an  increased K+‐conductance.  Co‐application  of  selective  antagonists 

suggested that SST acts on SSTR2 receptors. Many responsive neurons were apparently located within 
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the medial  sub‐division  of CeA,  and  all CeA  projection  neurons  to  the midbrain  PAG  invariably 

responded to STT. The similarity of SST and opioid responsiveness in a sub‐population of CeA neurons 

suggests converging roles of these peptides in inhibiting the activity of projections from CeA to vlPAG 

(Chieng and Christie 2021). 

Somatostatin (STT) in Amygdala (AMY) and Hippocampus (HIPP)     

In the rat, STT is expressed in about 10–17% GABA neurons in HIPP, DG and AMY, and in 30% of 

GABA neurons in the cerebral cortex (Pan et al. 2007; Rosen and Schulkin 2022). 

Somatostatin (STT) in Central Nucleus of Amygdala (CeA) 

The CeA contains two major sub‐populations of GABAergic neurons that express STT or protein 

kinase Cδ (PKCδ). In the formalin‐induced pain model in mice, optogenetic activation of PKCδ neurons 

sufficed  to  induce mechanical  hyperalgesia without  changing  anxiety‐like  behavior  in  naïve mice. 

Conversely,  chemogenetic  inhibition  of  PKCδ  neurons  significantly  reduced  the  mechanical 

hyperalgesia in the pain model. By contrast, optogenetic inhibition of STT neurons induced mechanical 

hyperalgesia  in naïve mice. Optogenetic activation of STT neurons slightly  reduced  the mechanical 

hyperalgesia in the pain model but did not change the mechanical sensitivity in naïve mice. Instead, it 

induced anxiety‐like behavior. This  suggests  that  the PKCδ+ and STT CeA neurons  exert different 

functions in regulating pain‐like and anxiety‐like behaviors in mice (Chen et al. 2022). 

Somatostatin (STT) in Prefrontal Cortex (PFC) 

STT  is  a  highly  expressed  in  the  PFC.  PFC  STT  neurons  release  STT  under  basal  or  tonic 

conditions as well as following activation. Changes in the number or activity of STT cells in the PFC 

may not only result in altered GABA signaling but also altered STT tone (Brockway and Crowley 

2020). 

Somatostatin (STT) in Primary Somatosensory Cortex (S1) 

In mice with CCI,  the use  of  in  vivo  two‐photon  imaging  revealed  that  electro‐acupuncture 

systemically modulated  the  Ca2+  activity  of  neural  circuits  in  S1,  including  the  suppression  of 

excitatory pyramidal neurons, potentiation of GABAergic somatostatin‐positive  interneurons, and 

suppression of VIP‐positive interneurons. Furthermore, electro‐acupuncture‐mediated alleviation of 

pain hypersensitivity and cortical modulation depended on the activation of CB1R (Wei et al. 2021). 

3.6. Neuropeptide Y (NPY) 

NPY is a 36‐amino acid, highly conserved endogenous peptide. 

NPY has been implicated in the regulation of feeding, food intake, energy homeostasis, cardio‐

vascular  function,  blood  pressure,  reproductive  behavior,  circadian  rhythm,  cell  proliferation, 

angiogenesis,  emotional  regulation,  learning  and  memory  (Bowers  et  al.  2012;  Brockway  and 

Crowley 2020; Holsboer and  Ising 2021; Kautz et al. 2017; Kormos and Gaszner 2013; Kumamoto 

2019; Sabban  et  al.  2016; Rana  et  al.  2022). NPY has  also been  implicated  in both pro‐  and  anti‐

nociceptive effects, depending on the brain region (Holsboer and Ising 2021). In fact, it is abundantly 

expressed in the spinal DH, forebrain limbic regions and brainstem nuclei processing pain, stress and 

emotional  stimuli,  and  is  important  because  of  its  anti‐nociceptive  effects  exerted  by  inhibiting 

nociceptive transmission via activation of NPY Y1 receptors in the DH (Nelson et al. 2024). NPY exerts 

its  actions  primarily  through  receptor  sub‐types    Y1,  Y2,  Y4  and  Y5,  which  have  dense  and 

overlapping gene expression in brain regions related to anxiety and depression, including the PFC, 

HIPP, BNST, AMY, HYP, and LC  (Kautz et al. 2017; Nelson and Taylor 2021; Sabban et al. 2016; 

Schmeltzer et al. 2016). 

Neuropeptide Y (NPY) in Dorsal Horn (DH) 

NPY is also expressed in the superficial laminae of the spinal DH, where it appears to mediate 

its anti‐nociceptive actions via  the Y1 and Y2  receptors. Y1  is  located  in  important nodes of pain 

transmission,  including  the  peptidergic  sub‐population  of  primary  afferent  neurons  and  a  sub‐

population of small, excitatory, glutamatergic and STT interneurons that are densely expressed in the 

DH, particularly in superficial lamina I‐II. Spinal NPY release and the consequent inhibition of pain 

facilitatory  Y1  interneurons  represent  an  important  mechanism  of  endogenous  analgesia. 
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Pharmacological  activation  of  Y1  also  inhibits  mechanical  and  HIST‐induced  itch.  Whole  cell 

recordings  in  the  rat  spinal‐cord  slice  indicated  that  bath  application  of  NPY  inhibited  both 

presynaptic and postsynaptic components of excitatory neurotransmission in the DH. Voltage‐clamp 

recordings revealed that Y2‐ but not Y1‐selective agonists inhibit the frequency but not amplitude of 

TTX‐resistant  miniature  excitatory  postsynaptic  currents  (mEPSCs).  Likewise,  Y2‐  but  not  Y1‐

selective antagonists blocked the ability of NPY itself to inhibit mEPSC frequency (Nelson and Taylor 

2021). 

Neuropeptide Y (NPY) in Peri‐aqueductal Gray (PAG) 

Applying NPY  or  a Y1  receptor  agonist  directly  into  the  PAG  dose‐dependently  increased 

hindpaw withdrawal responsivenss to mechanical and thermal stimuli, analgesia in the tail‐flick test. 

NPY application into the PAG dose‐dependently reduced mechanical and thermal hyper‐sensitivity 

produced by inflammation and nerve injury (Nelson et al 2024). 

Neuropeptide Y (NPY) in Rostral Ventro‐medial Medulla (RVM) 

ON‐ and OFF‐cells show abundant Y1 expression. In fact, NPY enhanced the activity of ON‐ and 

OFF‐cells. In non‐injured rodents, the application of NPY directly into the RVM dose‐dependently 

decreased  the  hindpaw  sensitivity  to  thermal  and  mechanical  stimuli,  prevented  by  co‐

administration of a Y1 receptor antagonist (Nelson et al 2024) 

Neuropeptide Y (NPY) in Parabrachial Nucleus (PBN) 

Since the PBN is part of the spino‐parabrachio‐amygdaloid pathway, it might be amenable to 

anti‐nociceptive  influences. Indeed, during hunger states, a sub‐set of   HYP ARC neurons release 

NPY in the PBN and dampen behavioral symptoms of inflammatory pain (Hökfelt et al. 2018; Nelson 

et al 2024). 

Neuropeptide Y (NPY) in Hypothalamus (HYP) 

NPY and  its receptors are abundantly expressed  in the HYP ARC, which contributes  to pain 

modulation, endogenous opiate release and stress‐induced analgesia. Direct NPY infusion into the 

HYP ARC  induced dose‐dependent decreases  in hindpaw  sensitivity  to  thermal  and mechanical 

stimuli (Nelson et al 2024). 

Neuropeptide Y (NPY) in Amygdala (AMY) 

In the BLA, opposite effects of NPY and CRH similar to those in BNST occurred in stress‐related 

behaviors (Nelson et al 2024). 

Neuropeptide Y (NPY) in Nucleus Accumbens (NAc) 

Direct NPY infusion into the NAc induced a dose‐dependent increase in mechanical and thermal 

withdrawal thresholds, reversed by co‐administration of a Y1 antagonist. Direct infusion of NPY Y1, 

but  not  Y2,  receptor  agonists  into  the  NAc  dose‐dependently  reduced  inflammation‐induced 

mechanical and thermal hyper‐sensitivity (Nelson et al 2024). 

Neuropeptide Y (NPY) in Bed Nucleus of the Stria Terminalis (BNST) 

The BNST has  a  role  in  the negative  emotional  aspects of pain. BNST NPY  and CRH have 

opposing effects on pain‐induced aversion. Whereas intra‐BNST infusion of CRH induced aversion, 

NPY infusion suppressed CRH‐ and formalin‐induced pain aversion (Nelson et al 2024).     

3.7. Neuropeptide S (NPS) 

Neuropeptide S (NPS) in Amygdala (AMY) 

NPS  is  associated  with  inhibitory  ITC  neurons.  NPS  modulates  several  central  functions 

including arousal, wakefulness, food intake, alcohol and drug addiction, social behavior, locomotor 

activity, memory processes, fear and anxiety. NPS and its receptor NPSR are mainly expressed in the 

brain. In mice, ICV administration of NPS evoked anti‐nociceptive effects in the tail‐flick, hot‐plate 

and both phases of the formalin tests. Systemic application of antagonists for DA D1 (SCH 23390) or 

D2  (sulpiride)  and  ICV  injection  of  antagonists  for  adenosine A1  (DPCPX)  or A2A  (ZM241385) 

receptors blocked the effects of NPS. In rats subjected to the kaolin/carrageenan‐induced knee‐joint 

arthritis pain, but not under normal conditions, administration of NPS  into the ITC, but not CeA, 

decreased emotional responses (vocalizations to noxious stimuli) and anxiety‐like behavior (elevated 
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plus  maze).  In  neuropathic  rats  (SNL  model),  aministration  of  NPS  into  the  BLA  attenuated 

mechanical and thermal hyper‐sensitivity. In a rat arthritis pain model (kaolin/carrageenan‐induced 

knee‐joint  arthritis),  electrophysiological  recordings  showed  that  NPS  administered  nasally  or 

stereotaxically into the ITC area inhibited the activity of CeA neurons. In brain slices from arthritic 

rats, NPS increased the feedforward inhibition of CeA neurons but this effect involved a direct action 

on ITC cells based on the analysis of mEPSC (Neugebauer et al. 2020). 

3.8. Cholecystokinin (CCK) 

CCK is a gastrin‐like peptide, synthesized as a 115 amino acid pre‐pro‐hormone and converted 

into multiple  isoforms,  and  is.released  in  the  gastro‐intestinal  tract  and mammalian  brain.  It  is 

involved  in  numerous  physiological  functions,  including  nociception,  pain modulation,  feeding, 

satiety, gallbladder contraction, temperature regulation, sexual functions, learning, memory, anxiety 

and panic disorders, and depressive disorders. External CCK application increases ventilation, blood 

pressure and heart rate. There are two CCK receptors: CCK1R and CCK2R (Bowers et al. 2012; Hebb 

et al. 2005; LaVigne and Alles 2022; Rana et al. 2022; Roberts 1986). In the rat, CCK is found in high 

concentrations throughout the CNS, including cerebral cortex, ACC, NAc, AMY, THAL, HYP, SN, 

PAG, VTA, RVM, and the spinal cord. Upon injury, CCK or CCK2R concentrations increase in the 

DRG and spinal cord. CCK1Rs increase DA release and decrease opioid analgesia. CCK2Rs have an 

effect opposite  to  that of CCK1Rs on DA  release and a similar negative effect on opioid‐induced 

analgesia. There is a significant overlap of CCK2R presence in pathways modulating both sensory 

and affective components of pain processing (LaVigne and Alles 2022). 

Cholecystokinin (CCK) and Opioids 

CCK and Opioids are  localized  in similar neural pathways  in the CNS, from the spinal cord, 

where they are involved in pain responses, up to the limbic system (e.g., the PFC and HIPP), where 

they are involved in anxiety and major depression disorder (MDD) as well as learning and memory. 

CCK and opiods act antagonistically in influencing pain and emotion, cognition and motor actions 

(Hebb et al. 2005). 

3.9. Calcitonin Gene‐Related Peptide (CGRP) 

CGRP is a 37‐amino‐acid peptide and exists in two forms, αCGRP and ßCGRP; in some species, 

βCGRP is not found. The peptides have a range of biological activities. Evidence suggests that CGRP 

exists in non‐nerve cells, such as epithelial cells, endothelial cells, endothelial progenitor cells, T and 

B‐lymphocytes,  peripheral  blood mononuclear  cells,  and  adipocytes  (Hu  et  al.  2016).  Epigenetic 

regulation of the CGRP gene has been linked to anxiety‐ and depression like behaviors. The CGRP 

receptor is a G‐protein coupled receptor complex (Hay et al. 2018; Neugebauer et al. 2020; Schou et 

al. 2017; Yu et al. 2009). CGRP and its receptors are widely distributed in nociceptive pathways in 

human PNS and CNS. CGRP and CGRP receptors are involved in the transmission and modulation 

of pain information (Hay et al. 2018; Neugebauer et al. 2020; Schou et al. 2017; Yu et al. 2009). 

Pro‐inflammatory Effects 

CGRP plays an important role in neurogenic inflammation, in which sensory nerves peripherally 

release mediators that promote inflammation. In this case, CGRP causes vasodilatation and promotes 

fluid exudation from blood vessels. CGRP might have a pro‐inflammatory role in PNS by leading to 

the  release of pro‐nociceptive  substances and by  facilitating  central nociceptive  transmission and 

contributing to central sensitization. However, the exact mechanisms and involvement of CGRP in 

nociceptive processing have not been  fully elucidated. There  is an association between measured 

CGRP levels and somatic, visceral, neuropathic and inflammatory pain. Increased CGRP levels were 

reported in plasma, synovial and CSF in subjects with musculo‐skeletal pain (Schou et al.2017). 

Calcitonin Gene‐related Peptide (CGRP) in Central Nucleus of Amygdala (CeA) 

CGRP is an important peptide in the afferent nociceptive pathway from the PBN and mediates 

excitatory drive of CeA neurons (Neugebauer et al. 2020). In anesthetized rats subjected to arthritis 

pain (kaolin/carrageenan‐induced knee‐joint arthritis), pharmacological blockade of CGRP receptors 
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with selective antagonists in the AMY inhibited neuronal activity that was increased six hours after 

induction of the knee‐joint arthritis, while the antagonists had little effects under normal conditions. 

In  brain  slices  from  arthritic  rats, CGRP  receptor  antagonists  inhibited  synaptic  plasticity  at  the 

parabrachio‐amygdaloid  synapse.  CGRP  receptor  blockade  also  decreased  NMDAR‐mediated 

currents and neuronal excitability, without effects in brain slices from normal animals. Importantly, 

in CGRP knockout mice, potentiation at the parabrachio‐amygdaloid synapse in the formalin pain 

model (six hours post‐induction) was significantly attenuate (Neugebauer et al. 2020). In various pain 

models, hindering the actions of CGRP in the AMY by pharmacological blockade of CGRP1 receptors 

exerted anti‐nociceptive effects. Conversely, intra‐amygdaloid injection of CGRP led to pain‐related 

behaviors, such as vocalizations and paw withdrawal in the absence of exogenous noxious stimuli 

and  potentiated  excitatory  synaptic  transmission  at  PBN‐amygdaloid  synapses. CGRP  enhances 

NMDAR‐mediated excitatory potentials (Kuner and Kuner 2021). 

Case Report: Acute Migraine with CGRP‐Linked Neurogenic Inflammation 

A 32‐year‐old woman with episodic migraines since age 22 (generally managed with NSAIDs) 

presented to the Emergency Department with a sudden onset of severe, pulsatile headache over the 

right  frontotemporal  region,  associated with  nausea, photophobia,  and phonophobia,  lasting  for 

more than 6 hours. The pain intensity was reported as 8/10 on the VAS. Neurological examination 

revealed no  focal deficits and no signs of meningeal  irritation. CT Haed was normal without any 

signs of hemorrhage or  infarct. Serum CGRP  level was elevated. This case demonstrates an acute 

migraine attack with likely involvement of CGRP in the pathogenesis. The patient was treated with 

ubrogepant  (a  CGRP  receptor  antagonist),  metoclopramide  and  magnesium.  Pain  resolution 

occurred within 45 minutes, and the patient was observed for 4 hours with full recovery. Recognition 

of CGRP as a key neuromodulator in acute migraine provides both a mechanistic understanding and 

a targeted treatment approach. 

3.10. Galanin (GAL) 

GAL has 29 amino acids in animals and 30 in humans. GAL has a number of functions, including 

nociception, mood regulation, feeding behavior, cardio‐vascular and sleep regulation, learning and 

memory, and some neuro‐protective effects in the PNS and on the promotion of neurogenesis (Osório 

et al. 2017; Kumamoto 2019). GAL  binds with high  affinity  to  several  receptor  sub‐types designated as 

GAL1R, GAL2R and GAL3R, which have different characteristics, distributions and region‐specific 

effects. Central GAL1Rs are expressed mainly in the cerebral cortex, HIPP, AMY, THAL, HYP and 

medulla  oblongata.  Central  GAL2Rs  occur  in  the  piriform  cortex,  DG,  AMY,  and  HYP  nuclei 

including the mamillary bodies. GAL3Rs occur predominantly in the HYP, but also in cortex, HIPP 

and AMY (Hökfelt et al. 2018; Kormos and Gaszner 2013; Millón et al. 2017; Rana et al. 2022). 

Galanin (GAL) in Dorsal Horn (DH) 

One of the GAL functions most often suggested is pain modulation in the spinal cord, based on 

its preferential distribution  in  the dorsal  spinal  cord. GAL  is  expressed  in  a  small percentage of 

sensory neurons of the DRG and the superficial laminae of the spinal DH. It is generally agreed that 

spinally  applied GAL produces  a biphasic, dose‐dependent  effect on  spinal nociception  through 

activation  of GAL1R  (inhibitory)  or GAL2R  (excitatory)  receptors. GAL  also  appears  to have  an 

endogenous inhibitory role, particularly after peripheral nerve injury when the synthesis of GAL is 

increased in sensory neurons (Xu et al. 2010). GAL shows a differential role in pain, depending on 

the pain state, site of action, and concentration. Normally, GAL can modulate nociceptive processing 

through both a pro‐ and anti‐nociceptive action, in a dose‐dependent manner (Fonseca‐Rodrigues et 

al. 2022). 

Galanin (GAL) in Amygdala (AMY) 

In normal rats and rats with neuropathy, hindpaw withdrawal latencies (HWLs) to thermal and 

mechanical stimulations were increased in a dose‐dependent manner after intra‐CeA GAL injection. 

The increased HWLs were significantly attenuated by intra‐CeA injection of GAL receptor antagonist 

M40. In normal rats, intra‐CeA administration of the GalR 1 agonist M 617 induced increases in HWLs 
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. This indicates that GAL induced anti‐nociception in CeA in normal rats and rats with neuropathy, 

and there is an up‐regulation of GAL 1 receptor (GaALR1) expression in rats with neuropathy (Li et 

al. 2017b). 

Galanin (GAL) in Anterior Cingulate Cortex (ACC) 

Intra‐ACC GAL injection increased HWLs in response to thermal and mechanical stimulations 

in both normal rats and rats with mononeuropathy. The increased HWLs were attenuated by intra‐

ACC  injection  of GAL2R  antagonist M871,  indicating  an  involvement  of GAL2R  in  nociceptive 

modulation in ACC. The GAL‐induced HWL was higher in rats with mononeuropathy than that in 

normal rats. This indicated that GAL induced anti‐nociception in ACC in both normal rats and rats 

with mononeuropathy (Zhang et al. 2017). 

3.11. Neurotensin (NT) 

NT  is  an  endogenous  neuropeptide  consisting  of  13  amino  acids  with  profound  opioid‐

independent analgesic effects. This role is considered to be mediated by both NT sub‐type 1 (NTS1) 

and NT receptor sub‐type 2 (NTS2). NT and its receptors are widely distributed in the pain circuits 

in CNS. NT might therefore modulate pain in many structures of pain pathway, such as spinal cord, 

RVM and PAG. In fact, intra‐thecal NT application or direct NT injection into PAG or RVM or ICV 

NT injection showed analgesic effects. NT exerted its anti‐nociceptive effects in both acute pain and 

chronic  pain models  (Feng  et  al.  2015). NT  can  produce  a  profound  analgesia  or  enhance  pain 

responses, depending on  the circumstances. This may be due  to a dose‐dependent recruitment of 

distinct populations of pain modulatory neurons. NT knockout mice display deficits in both basal 

nociceptive responses and SIA (Dobner 2006). 

In animal models of acute and persistent pain, central NT administration results in a naloxone‐

insensitive anti‐nociceptive  response. Both NTS1 and NTS2  receptors were  required  for different 

aspects  of  NT‐induced  analgesia.  NTS2‐selective  agonists  and  NTS1/NTS2  mixed  compounds 

differently  modulated  the  early  (21‐39  min)  and  late  (40‐60  min)  tonic  phase  2  and  recruited 

endogenous pain inhibitory mechanisms integrated at different CNS levels (Roussy et al. 2009). 

Neurotensin (NT) in Spinal Cord 

NTS2 receptors were associated with ascending nociceptive pathways, both at the level of the 

DRG and of the spinal DH. Spinally administered NTS2‐selective agonists induced dose‐dependent 

anti‐nociceptive responses in the acute tail‐flick test. Furthermore, spinally applied NT and NT69L 

agonists, which bind to both NTS1 and NTS2 receptors, significantly reduced pain‐evoked responses 

during the inflammatory phase of the formalin test. Pre‐treatment with the NTS2‐selective analogs 

JMV‐431 and levocabastine was effective in inhibiting the aversive behaviors induced by formalin. 

Activation of spinal NTS2 receptors reduced formalin‐induced c‐fos expression in DH neurons. While 

non‐selective drugs suppressed pain‐related behaviors activity in both part of phase 2, intra‐thecal 

injection  of NTS2‐selective  agonists was  only  efficient  in  reducing  pain during  the  late  phase  2 

(Roussy et al. 2009). 

3.12. Endocannabinoids (eCBs) 

Extracts of the Cannabis sativa plant have been used as analgesics for centuries. Most commonly, 

cannabis  is  claimed  to  relieve  chronic pain,  stimulate  appetite,  and  acts  as  anti‐emetic, with  the 

underlying mechanisms being little known. Among more than 450 constituents in cannabis, the most 

abundant cannabinoids are Δ9‐tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) (Louis‐Gray et 

al. 2022). eCBs are classified by their source: herbal, endogenous (eBCs, produced by animal cells) or 

synthetic. eCBs regulate multiple physiological and pathological conditions, e.g. regulation of food 

intake,  immuno‐modulation,  inflammation,  analgesia,  cancer,  addictive  behavior,  epilepsy  and 

others  (Guindon  and Hohmann  2009). Within  the  nervous  system,  the  components  of  the  ECS 

comprise the G‐protein‐coupled cannabinoid receptors CB1R and CB2R, their endogenous ligands 

anandamide  (AEA) and 2‐arachidonyl glycerol  (2‐AG; derived  from arachidonic acid)), and  their 

respective major  synthetic  N‐acylphosphatidylethanolamine  phospholipase  D  (NAPE‐PLD)  and 
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diacyglyerol  lipase  α  (DAGLα),  as well  as degradative  fatty  acid  amide  hydrolase  (FAAH)  and 

monoacyglycerol lipase (MAGL) enzymes. The best characterized eBCs to date are AEA and 2‐AG eCBs. 

AEA and 2‐AG also exert cannabino‐mimetic effects through the CB1Rs and CB2Rs, which are located 

on  presynaptic  membranes  in  the  CNS  and  in  peripheral  tissues,  respectively.  The  eCBs  are 

synthesized on demand and are eliminated rapidly after their usage by hydrolyzing enzymes. eCBs 

also bind to certain subsets of TRP channels (Bouchet and Ingram 2020; Finn et al. 2021; Hillard 2014, 

2015; Hillard et al. 2016; Huang et al. 2016; Kumamoto 2019; Micale and Drago 2018; Morena et al. 

2016; Pan et al. 2007; Tasker et al. 2015; Woodhams et al. 2017). – The above components are expressed 

almost  ubiquitously  throughout  nociceptive  pathways.  Thus  targeting  the  ECS  via  exogenous 

cannabinoid ligands or enhancement of endogenous signaling can regulate nociceptive signaling at 

multiple  sites,  in  the periphery,  the  spinal DH  and  in  supraspinal pain‐associated brain  regions.   

Within the rat brain, CB1Rs are present on many neuronal sub‐types. Very high densities of CB1Rs 

are found in the PFC, ACC, HIPP, BG, SN and cerebellum. Moderate to low densities occur in the 

BFB, primary motor cortex (M1), BNST, AMY, NAc, THAL, HYP (PVN) and brainstem regions such 

as the PAG and LC. CB1Rs are also present in the spinal DH, specifically on interneurons and axon 

terminals  of  descending  inputs  and  peripheral  afferents.  CB1Rs  are  epressed  on  GABAergic, 

glutamatergic, 5‐HT, NA, and DA terminals, but the predominant effects of eCB signaling occur at 

GABAergic and glutamatergic  synapses. Sympathetic nerves  express CB1R  (Bouchet and  Ingram 

2020; Finn et al. 2021; Hillard 2014, 2015; Hillard et al. 2016; Huang et al. 2016; Micale and Drago 2018; 

Morena et al. 2016; Tasker et al. 2015; Woodhams et al. 2017). 

Pain Modulation 

Cannabinoids suppress behavioral responses to noxious stimulation and nociceptive processing 

through activation of cannabinoid CB1R and CB2R sub‐types (Guindon and Hohmann 2009). It has 

been argued that eCB receptors are involved in the supraspinal modulation of pain. Intra‐cerebral 

micro‐injections  of  cannabinoid  ligands  or  positive modulators  have  proved  to  be  analgesic  in 

different pain models, whereas eCB receptor antagonists or antisense nucleotides  towards CB1Rs 

have facilitated pain. Cannabinoids produce centrally mediated analgesia by activating a descending 

pathway, which includes the PAG and its projection to downstream RVM neurons, which  in turn 

send inhibitory projections to the spinal DH. A supraspinal regulation of cannabinoids exerts effects 

on  GABA  and  glutamate  release,  which  inhibit  and  enhance  the  anti‐nociceptive  descending 

pathway,  respectively.  Cannabinoid  receptor  activation  expressed  on  presynaptic  GABAergic 

terminals reduces the probability of neurotransmitter release, thus dis‐inhibiting the PAG‐RVM‐DH 

anti‐nociceptive pathway. Cannabinoids seem to increase glutamate release (maybe as consequence 

of  GABA  decrease)  and  to  require  glutamate  receptor  activation  to  induce  anti‐nociception. 

Consequently, the outcome is behavioral analgesia, which is reproduced in several pain conditions, 

from acute to chronic pain models such as inflammatory and neuropathic pain (Palazzo et al. 2010). 

Endocannabinoids (eCBs) in the PAG‐RVM Axis 

The  PAG  synthesizes  eCBs,  which  in  turn  are  released  into  the  RVM.  The  PAG‐to‐RVM 

projections mediate eCB‐induced analgesia and contribute to SIA. Micro‐injection of eCB receptor 

agonists into the RVM decreased the firing of ON‐cells while increasing ongoing OFF‐cell activities, 

thus increasing the rat TFL. CB1R is expressed in approximately one‐third of PAG neurons and is co‐

expressed with μ‐opioid receptor. Activation of PAG CB1R decreased GABA release and activated 

mGlu5R, leading to the inhibition of ON‐cells and disinhibition of OFF‐cells, ultimately resulting in 

SIA  and  analgesia  in  both  normal  and  neuropathic  pain  situations.  CB2R  agonists  inhibited 

presynaptic GABA release and ON‐cell activities in the RVM in CFA‐treated but not in naïve rats. 

eCBs activated opioid‐insensitive SIA predominantly through the CB1R rather than the CB2R, and 

inhibiting eCB hydrolysis    in RVM can enhance SIA (Peng et al. 2023). 

Effects on Ion Channels 

eCBs  either  directly  or  indirectly modulate  ion‐channel  function.  TRPV1  is  an  ion  channel 

responsible for mediating several modalities of pain. It is expressed in the peripheral and the central 

pain pathways. Activation of TRPV1 in sensory neurons mediates nociception in the ascending pain 
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pathway, while activation of TRPV1 in the central descending pain pathway, which involves the PAG 

and RVM, mediates anti‐nociception. Activation of TRPV1 can also cause the release of CGRP and 

other  neuropeptides  and  neurotransmitters  from  the  peripheral  and  central  nerve  terminals, 

including the vagal nerve innervating the gut and forming central synapses in the NTS (Louis‐Gray 

et al. 2022). Although eCBs are not as efficacious as opioids in reducing acute pain when administered 

directly into the PAG or RVM, they appear to have increased efficacy in chronic pain states (Bouchet 

and Ingram 2020). 

Case Report: Acute Cannabinoid‐Responsive Pain Syndrome Following Distal Radius Fracture 

A 29‐year‐old woman developed severe acute nociceptive pain following a distal radius fracture 

after a snowboarding accident (fall on outstretched hand during snowboarding, resulting in a closed, 

displaced  distal  radius  fracture).  Despite  standard  analgesic  regimens  (NSAIDs  and  low‐dose 

opioids), her pain remained uncontrolled until administration of a cannabinoid receptor agonist (a 

THC:CBD 1:1 oromucosal spray, 2.7 mg THC/2.5 mg CBD). Within 30 minutes, the patient reported 

significant pain  relief. Motor  restlessness decreased,  and heart  rate normalized. The patient was 

discharged with a multimodal pain plan, relying on NSAIDs and controlled cannabinoid use. The 

CB1R‐mediated  inhibition of GABA  release  in PAG  likely disinhibited  the descending  inhibitory 

pathway  from  the  PAG  to  the  RVM  and DH.  This  case  illustrates  the  clinical  relevance  of  the 

endocannabinoid  system  in  acute  pain  modulation  and  its  interaction  with  GABAergic  and 

glutamatergic pathways in the descending pain circuitry. 

3.13. Endogenous Opioids 

There are four major  families of endogenous opioid  ligands: β‐endorphins, ENKs, Dyns, and 

nociceptin/orphanin. Endogenous opioids are expressed  throughout  the PNS and CNS, especially 

along the pain pathways, including DRG and DH neurons (Cesselin 1995; Corder et al. 2018). They 

regulate many different neuronal circuits and functions, including pain relief (analgesia), modulation 

of  respiration,  cardio‐vascular, gastro‐intestinal,  endocrine,  autonomic  and  immune  functions,  as 

well  as  adaptation  to  environmental  and  psychic  stressors,  stress  resilience,  euphoria  induction, 

perception  of  reward,  learning  and memory,  and drug  abuse. The  endogenous  opioid  receptors 

include four seven‐transmembrane G protein‐coupled receptors: μ, κ, δ and ε (Corder et al. 2018). 

Opioid receptors differ in terms of their distribution and affinity to ligands (Bagley and Ingram 2020; 

Bowers et al. 2012; Ferdousi and Finn 2018; Hebb et al. 2005; Kumamoto 2019; Le Merrier et al. 2009; 

Neugebauer et al. 2020;    Pan et al. 2007; Shenoy and Lui 2021). 

Opioid receptors are found throughout the brain and spinal cord  in networks relevant to the 

modulation of pain. Opioid neuropeptides L‐ENK, M‐ENK and Dyn can be synthetized and released 

locally by neurons within  the AMY nuclei. These endogenous peptides can also be released  from 

terminals of neurons located in brain regions that innervate the AMY. Three opioid receptors termed 

μ, δ, and κ and their peptide ligands (β‐endorphin, ENK, Dyn) have complex and partially opposing 

effects  on AMY  function. ENKs  likely  activate  the  μ‐opioid  and  δ‐opioid  receptors  in  the AMY 

promoting physiological effects. In the BLA, opioid analgesics would be expected to inhibit neuronal 

activity because of hyper‐activity of BLA neurons in pain conditions. Brain‐slice electrophysiology 

studies showed that μ‐opioid receptor activation hyperpolarized non‐pyramidal neurons in the LA. 

A κ‐opioid receptor agonist increased inhibitory synaptic transmission in BLA pyramidal cells from 

adolescent rats (postnatal day 30–45), but had no effect in adult rats (postnatal day >60). Conversely, 

the κ‐opioid receptor agonist increased glutamatergic transmission at the adult but not adolescent 

age. The observed diversity of physiological  responses  to opioids  in distinct populations of BLA 

neurons may be necessary for encoding of a wide range of behavioral outcomes. ITC cells modulated 

the flow of information within AMY micro‐circuits, could regulate CeA output neurons, and were 

driven by direct or indirect (prefrontal) cortical influences (Neugebauer et al. 2020). 

Analgesia? 

Although opioid analgesia attenuates  the sensory aspects of pain, a major component of  the 

analgesic response involves a blunting of the negative affective component of pain. In animals and 
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humans, many stressors, including those that are non‐noxious, produce an analgesia that is cross‐

tolerant with morphine and is antagonized by naloxone. The diminution of pain could be considered 

a broader function to counter stress. The ENKs, which signal through the μ‐opioid peptide receptor 

and δ‐opioid peptide receptor, have roles  in analgesia and SIA, emotional behaviors, anxiety and 

depression (Valentino and van Bockstaele 2015). An important area for opioid action is the vlPAG. 

Opioid receptors are expressed on a subset of vlPAG neurons, as well as on both GABAergic and 

glutamatergic presynaptic terminals that impinge on vlPAG neurons. Micro‐injection of opioids into 

the vlPAG produces analgesia and micro‐injection of the opioid receptor antagonist naloxone blocks 

stimulation‐mediated analgesia. Endogenous opioid effects within the vlPAG are complex and likely 

depend on specific neuronal circuits activated by acute and chronic pain stimuli  (McPherson and 

Ingram  2022).  vlPAG  projects  to  the  RVM,  which  projects  on  to  the  spinal  cord  to  modulate 

processing of incoming nociceptive afferents. Stimulation within either the PAG or RVM results in 

analgesia  (Bagley  and  Ingram  2020).  –  Some  opioid  targets may  be  components  of  homeostatic 

systems  tending  to  reduce  the effects of opioids.  `Anti‐opioid´ properties have been attributed  to 

various peptides, especially CCK, neuropeptide FF (NPFF) and melanocyte‐inhibiting factor (MIF)‐

related peptides. Paradoxically,  some opioid peptides  themselves  exert  anti‐opioid  effects. These 

peptidescan  oppose  some  of  the  acute  effects  of  opioids,  and  a  hyperactivation  of  anti‐opioid 

peptidergic  neurons  due  to  the  chronic  administration  of  opioids  may  be  involved  in  the 

development of opioid  tolerance  and/or dependence.  In  fact, CCK, NPFF  and  the MIF  family of 

peptides  can  act  as  opioid‐like  as well  as  anti‐opioid  peptides. Opioid modulating  peptides  act 

through  the activation of  their own  receptors. For example, CCK appears  to exert  its anti‐opioid 

actions mainly through the activation of CCK‐B receptors, whereas its opioid‐like effects appear to 

result from the stimulation of CCK‐A receptors (Cesselin 1995). 

Nucleus Tractus Solitarii (NTS) POMC Neuron Effects 

The NTS contains POMC neurons, one of the two major sources of β‐endorphin in the brain. In 

behaving mice, optogenetic and chemogenetic activation of NTS POMC neurons produced sustained 

thermal analgesia that could be blocked by naloxone. It also produced analgesia in an inflammatory 

pain model (carrageenan) but not in a neuropathic pain model (tibial nerve transection). Inhibiting 

NTS POMC neurons did not produce any  effect on basal nociception but  inhibited  (SIA), unlike 

inhibition of HYP ARC POMC neurons. This indicates that NTS POMC neurons play a role in the 

generation of  endogenous  endorphinergic  analgesia  and  can  regulate  cardio‐respiratory  function 

(Patra et al. 2023). 

Effects on Ion Channels 

All four opioid receptors inhibit in N‐, P/Q‐, and L‐type voltage‐gated Ca2+ channels, via the Gβγ 

sub‐unit inhibition of the channel. This decreases the presynaptic Ca2+‐dependent neurotransmitter 

release. In DRG neurons, N‐type Ca2+ channels along with opioid receptors can be co‐internalized 

following prolonged agonist exposure, which may further reduce neurotransmitter release and the 

transmission  of  pain  signals  to  the  CNS.  Postsynaptically,  opioids  also  cause  a  Gβγ‐mediated 

activation of G protein‐gated inwardly rectifying potassium (GIRK) channels. Mutant mice lacking 

GIRK  channels,  or  expressing  dysfunctional  channels,  show  reduced  opioid  anti‐nociception. 

Although  the  acute  action  of  opioids  on  calcium  and  potassium  channels  typically  reduces 

neurotransmission within seconds to minutes, chronic (hours to days) or abruptly interrupted opioid 

signaling  can  also  facilitate  excitatory  synaptic plasticity. For  example, withdrawal of  exogenous 

opioids  can  elicit  LTP  of  synaptic  transmission  between  primary  afferent DRG  nociceptors  and 

second‐order spinal cord neurons. This form of spinal LTP is considered a major substrate for opioid‐

induced  hyperalgesia  (OIH),  a  paradoxical  decrease  in  pain  threshold  following  opioid 

administration, and might contribute to analgesic tolerance. The mechanisms underlying OIH and 

analgesic tolerance have not been fully resolved, but they require presynaptic μ‐opioid receptors in 

nociceptors and involve the activation of microglia and molecules (Corder et al. 2018). 

3.14. Neurotrophins 
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Neurotrophins are involved in pain modulation (Pezet and McMahon 2006). 

3.14.1. Nerve Growth Factor (NGF) 

In distinction to BDNF, NGF has a mostly peripheral distribution and action. 

3.14.2. Brain‐Derived Neurotrophic Factor (BDNF) 

Under basal conditions, BDNF is synthesized by various types of neurons and glia within pain 

pathways. Noxious stimuli can trigger the production and release of BDNF by these cells and/or up‐

regulate BDNF synthesis and release (Merighi 2024). BDNF is synthetized in both the PNS and CNS 

by  neurons under physiological  conditions  and  by  astrocytes  following  injury,  inflammation,  or 

administration of anti‐depressants. In the CNS, BDNF concentration is highest in the cortex, HIPP, AMY, 

BFB, dorsal vagal complex, and midbrain (Colucci‐D´Amato et al. 2020; Phillips 2017). In the brain, neurons 

are considered a significant cellular source of BDNF (Philipps 2017). In contrast to other neurotrophic 

factors, BDNF can be anterogradely transported to its targets, which explains its messenger role in 

the modulation  of  synaptic  activity.  Thus,  neurons  in  the  cerebral  cortex,  PBN, HIPP,  and  LC 

synthesize  and  transport  BDNF  anterogradely.  As  to  peripheral  neurons,  peptidergic  small‐  to 

medium‐sized dark neurons in DRGs produce and transport BDNF to their central terminals in the 

spinal  DH.  BDNF  plays  important  roles  in  neuronal  differentiation,  development,  survival, 

neuroprotection,  neurodegeneration,  synaptic  plasticity,  and  the  control  of  mood  disorders. 

Dysregulation  of  BDNF  has  been  implicated  in  a  range  of  neurological  disorders,  including 

Alzheimer´s disease, PD, Huntington’s disease, and amyotrophic  lateral sclerosis, and  low BDNF 

concentrations  are  associated with  anxiety  and  depression  (Merighi  2024). Mature  neurotrophin 

binding  to  the  high‐affinity  receptor,  TrkB  receptor,  increases  cell  survival  and  differentiation, 

dendritic spine complexity, LTP, and the re‐sculptering of networks. Deployment of TrkB receptors 

significantly increases at synaptic sites following neuronal activity (Phillips 2017; Pitsillou et al. 2020). 

BDNF  is  important  for  the  proper  growth,  development  and  plasticity  of  glutamatergic  and 

GABAergic synapses. Through modulation of neuronal differentiation,  it  influences 5‐HT and DA 

neurotransmission, acting as a paracrine and autocrine factor on both presynaptic and postsynaptic 

target sites. It is crucial in the transformation of synaptic activity into long‐term synaptic memories, 

influencing dendritic spines and, at  least  in the HIPP, adult neurogenesis (Colucci‐D´Amato et al. 

2020; Phillips 2017). 

Pain Modulation 

BDNF is thought to be a neurotransmitter that intervenes in the modulation of pain. BDNF has 

a widespread distribution and functions in pain pathways (Merighi 2024). The precise role of BDNF 

in pain transmission is still somewhat controversial, though, because evidence has been presented of 

pro‐nociceptive as well as anti‐nociceptive and anti‐inflammatory activities (Cappoli et al. 2020). 

Brain‐derived Neurotrophic Factor (BDNF) in Amygdala (AMY) 

The CeA contains a high concentration of BDNF in terminals, originating from the pontine PBN. 

Since the spino‐parabrachio‐amygdaloid neural pathway conveys nociceptive information, a possible 

involvement of BDNF in supraspinal pain‐related processes might occur. In adult floxed‐BDNF mice, 

localized  deletion  of  BDNF  in  the  PBN was  achieved  using  local  bilateral  injections  of  adeno‐

associated  viruses.  Basal  thresholds  of  thermal  and mechanical  nociceptive  responses were  not 

altered by BDNF loss and no behavioral deficit occurred in anxiety and motor tests. However, BDNF‐

deleted animals displayed a major decrease in the analgesic effect of morphine. In control mice, intra‐

CeA injections of the BDNF scavenger TrkB‐Fc also decreased morphine‐induced analgesia. Finally, 

the number of c‐fos immuno‐reactive nuclei after acute morphine injection was decreased by 45% in 

the extended AMY of BDNF‐deleted animals. The absence of BDNF  in  the PBN  thus altered  the 

parabrachio‐amygdaloid pathway. Hence, BDNF produced in the PBN modulates the functions of 

the parabrachio‐amygdaloid pathway in opiate analgesia (Sarhan et al. 2013). 

Brain‐derived Neurotrophic Factor (BDNF) in Hippocampus (HIPP) 
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Through modulation of neuronal differentiation, it influences 5‐HT and DA neurotransmission, 

acting as a paracrine and autocrine  factor on both presynaptic and postsynaptic  target  sites.  It  is 

crucial  in  the  transformation  of  synaptic  activity  into  long‐term  synaptic memories,  influencing 

dendritic spines and, at least in the HIPP, adult neurogenesis (Colucci‐D´Amato et al. 2020; Phillips 

2017). 

Brain‐derived Neurotrophic Factor (BDNF) in Prefrontal Cortex (PFC) 

In  rats,  the  effects  of  short‐  and  long‐term  administration  of  melatonin  on  central  BDNF 

concentrations were evaluated in acute and chronic inflammatory pain. In experiment 1, all rats were 

injected with CFA to induce inflammation and were randomly allocated to receiving melatonin or 

vehicle. Injections were administered one hour after CFA and once daily for two more days (for a 

total of three days of melatonin administration). In experiment 2, fifteen days after CFA injection, the 

rats were treated with melatonin or vehicle for eight days. BDNF expression was studied in the PFC, 

spinal cord, and brainstem. In the first experiment, the BDNF concentrations of the melatonin group 

were reduced  in the PFC and  increased  in the spinal cord.  In experiment 2, BDNF concentrations 

were similar in both groups for all structures. The PFC presented higher BDNF concentrations than 

other  structures.  Hence,  the  high  spinal  cord  BDNF  concentrations  and  the  low  PFC  BDNF 

concentrations  in  rats  with  acute  CFA‐induced  inflammation  following  short‐term  melatonin 

administration may be related  to  the pain‐modulating and neuro‐protective effects of this protein 

(Laste et al. 2015). 

3.15. Neurotransmitters 

3.15.1. Acetylcholine (ACh) 

ACh  plays  roles  in  the  CNS,  PNS,  ANS  and  at  the  neuromuscular  junction.  The  widely 

distributed  expression  of AChRs  in  different  human  organs  suggests  actions  in  other  biological 

processes in addition to synaptic transmission (Chen et al. 2019). 

In the CNS, ACh acts as a neurotransmitter and neuromodulator upon release from groups of 

ACh projection and  interneurons  in both brain and  spinal  cord. Two primary  types of  receptors 

respond to ACh. Neuronal nAChRs are ligand‐gated cation channels, which are widely expressed in 

the CNS (Naser and Kuner 2018). The muscarinic mAChRs are widely expressed throughout the CNS 

and PNS. In the rat DRG, there is a high level of expression of M
2
 mRNA, and much lower levels of 

M
3
  and M

4
 mRNA was  also detected. All  three of  these  sub‐types  are preferentially  localized  in 

medium‐ and small‐sized DRG neurons. These findings suggest the possible involvement of the M
2
, 

M
3
, and M

4
 sub‐types in the modulation of nociceptive transduction (Pan et al. 2007). 

Populations of Cholinergic (ACh) Projection Neurons 

There are four rostro‐caudally distinct, yet partially overlapping, populations of ACh projection 

neurons: Ch1‐Ch4. The Ch1 and Ch2 groups project to the HIPP formation, whereas Ch3 innervates 

the olfactory  cortex. The Ch4 population  largely  corresponds  to  the  `nucleus basalis of Meynert´ 

(NBM) and projects into higher cortical areas. The BFB neurons receive a wide variety of inputs from 

almost all brain areas. Thus, input from diverse pain‐related areas as the IC, the CeA, and midbrain 

areas such as the PAG or RVM, could also mediate neuroplastic changes in BFB projections. In turn, 

cortical and sub‐cortical brain regions receive ACh inputs from BFB projection neurons (Naser and 

Kuner 2018). Whereas local ACh neurons form dense networks in a few regions, such as the striatum, 

the remaining parts of the brain are widely modulated by ACh projections extending to almost all 

cortical regions, including those implicated in pain processing. A broad activation of the BFB ACh 

centers leads to a large overall increase in cortical excitation (Kuner and Kuner 2021). ACh inputs to 

the neocortex, dorsal HIPP and BLA are critical for neuronal function and synaptic plasticity in these 

brain regions. Synaptic plasticity in the neocortex, dorsal and vHIPP, and BLA has been implicated 

in fear and extinction memory (Knox 2016). 

Pain Perception and Modulation 
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ACh profoundly modifies  the perception of pain.  In rodents and humans, directly activating 

ACh receptors or extending the action of endogenous ACh via pharmacological blockade of ACh‐

esterase reduces pain. Conversely, inhibition of mAChRs induces nociceptive hyper‐sensitivity. ACh 

modulation influences some of the key regions in nociceptive processing and pain, such as the S1, 

mPFC, IC, ACC, and descending modulatory systems. In addition to pain modulation, ACh has other 

modulatory  qualities.  Peripherally,  ACh  neurons  control  the  sympathetic  and  parasympathetic 

branches of the ANS on the ganglionic level. Additionally, parasympathetic terminals release ACh 

and thereby mediate the `rest and digest’ function in the ANS (Naser and Kuner 2018). ‐‐ Systemic 

administration of ACh drugs strongly implicate ACh modulation in analgesia. There may be an effect 

unspecific for pain in that ACh stimulation broadly enhances sensory processing in nearly all sensory 

cortices. These would not only directly facilitate processing of noxious stimuli and promote saliency 

detection in S1, but also contribute indirectly by enhancing attention via modulation of PFC circuits.   

In the naïve rat ACC, pharmacological M1‐mAChR stimulation exerts an analgesic effect by virtue of 

increasing the frequency and amplitude of GABAA‐mediated IPSCs. Bi‐directionally modulating the 

activity of medial‐septal ACh neurons showed that their inhibition suppressed pain affect in a model 

of inflammatory pain, whereas chemogenetic activation of medial septal ACh neurons elicited anti‐

nociceptive  effects.  Pro‐nociceptive  modulation  may  arise  from  ACh  neurons  in  latero‐dorsal 

tegmental  area, which  project  to  the  DA  neurons  of  the  VTA.  These  ACh  inputs  enhance  the 

responsivity of VTA DA neurons to aversive stimuli. There are central ACh contributions to opioid‐

induced analgesia as well as to endogenous control of pain, particularly in the AMY circuits as well 

as  the  vlPAG  and  the  RVM  in  the  descending  inhibitory  pathways,  supporting  a  role  in  anti‐

nociception (Kuner and Kuner 2021; Naser and Kuner 2018). 

One week after nerve injury, ACh modulation of layer V pyramidal neurons is severely impaired, 

due to a 60% reduction of an m1 ACh receptor‐coupled, pirenzepine‐sensitive depolarizing current. 

Reciprocal  interactions  between ACh  and  opioidergic modulation  likely  impact  the  function  and 

efficacy of both opioids and cholinomimetic drugs (Ong et al. 2019). 

Acetylcholine (ACh) and GABA 

A multitude of neurotransmitter systems contributes to the fine‐tuning of the  local circuitry, of 

which ACh and GABAergic signaling are emerging as relevant components of affective pain processing 

within the PFC (Kummer et al. 2020). A portion of inputs from the BLA to mPFC terminate on GABA 

interneurons,  allowing  for  feedforward  inhibition  of mPFC  output  through modulation  of mPFC 

projection  neurons.  The  ITC  send  GABA  projections  to  CeA  projection  neurons,  allowing  for 

feedforward inhibitory control of AMY output by the mPFC (Thompson and Neugebauer 2019). 

Acetylcholine (ACh) in Spinal Cord 

ACh also exerts actions in the spinal DH (Kumamoto 2019). In the rat DRG, there is a high level 

of expression of M2 mRNA, and much lower levels of M3 and M4 mRNA were detected. All three of 

these sub‐types are preferentially localized in medium‐ and small‐sized DRG neurons. These findings 

suggest the possible involvement of the M2, M3, and M4 sub‐types in the modulation of nociceptive 

transduction (Pan et al. 2007). 

3.15.2. Glutamate and Its Receptors 

Glutamate  is  the  most  abundant  excitatory  neurotransmitter  in  the  brain.  Glutamate  and 

glutamate receptors are located in areas of the brain, spinal cord and periphery, which are involved 

in pain sensation and transmission. Glutamate interacts with the opioid system, and intra‐thecal or 

systemic co‐administration of glutamate receptor antagonists with opioids may enhance analgesia 

while reducing the development of opioid tolerance and dependence. In the brain, glutamate actions 

appear  to  be  complex.  In  some  brain  areas,  activation  of  glutamate  receptors  seems  to  be  pro‐

nociceptive  (e.g.,  in  THAL,  trigeminal  nucleus), while  in  other  brain  areas,  it  seems  to  be  anti‐

nociceptive  (e.g., PAG, ventro‐lateral medulla). Application of glutamate, or agonists selective  for 

one of the several types of glutamate receptor, to the spinal cord or periphery induces nociceptive 
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behaviors. Inhibition of glutamate release, or of glutamate receptors, in the spinal cord or periphery 

attenuates both acute and chronic pain in animal models (Fundytus 2001). 

Glutamate has a pivotal role in pain sensation, transmission and modulation. Once released into 

the synapse, glutamate acts through ionotropic glutamate receptors (iGluRs), which are ligand‐gated 

ion channels triggering fast excitatory neurotransmission, and through mGluRs, which are G‐protein‐

coupled receptors modulating synaptic transmission (Pereira and Goudet 2019). 

Glutamate in Spinal Cord 

Nociceptive primary afferents release glutamate, activating postsynaptic glutamate receptors on 

spinal DH neurons. Glutamate receptors, both ionotropic and metabotropic, are also expressed on 

presynaptic terminals, where they regulate neurotransmitter release (Bardoni 2013). 

Ionotropic Glutamate Receptors 

Ionotropic glutamate receptors are classified  into three broad sub‐types: AMPA, kainate, and 

NMDA (Pan et al. 2007).     

N‐methyl‐D‐aspartate Receptors (NMDARs) 

NMDARs function as plasma membrane ionic channels and take part in very tightly controlled 

cellular  processes  activating  neurogenic  and  inflammatory  pathways.  The  NR1  sub‐unit  (new 

terminology: GluN1)  is  required  for many  neuronal  and  non‐neuronal  cell  functions,  including 

plasticity,  survival,  and  differentiation.  Physiologic  levels  of  glutamate  agonists  and  NMDAR 

activation are required for normal neuronal functions such as neuronal development, learning, and 

memory. When glutamate receptor agonists are present  in excess, binding  to NMDARs produces 

neuronal/CNS/PNS LTP,  conditions of acute pain, ongoing  severe  intractable pain, and potential 

excitotoxicity and pathology. The GluN1 sub‐unit composition and specifically nuclear GluN1 has 

major physiologic potential  in  tissue and/or sub‐nuclear  functioning assignments. The shift of  the 

GluN1 sub‐unit from a surface cell membrane to nuclear localization assigns the GluN1 promoter 

immediate  early  gene  behavior  with  access  to  nuclear  and  potentially  nucleolar  functions 

(McNearney and Westlund 2023). 

Metabotropic Glutamate Receptors (mGluRs) 

mGluRs are broadly distributed throughout the CNS. mGluRs have diverse neuromodulatory 

actions of glutamate at the levels of synaptic plasticity, neuronal excitability, and gene transcription 

(Fabian et al. 2023). Eight mGluRs (mGluR1‐mGluR8) have been cloned and are classified into three 

groups  based  on  similarities  in  their  amino‐acid  sequences,  their  linkage  to  second messenger 

systems, and their pharmacology. Group I mGluRs (mGluRs 1 and 5) generally  increase neuronal 

firing and synaptic transmission. In contrast, stimulation of group II mGluRs (mGluRs 2 and 3) and 

group  III mGluRs  (mGluRs  4,  6,  7,  and  8)  generally  reduces  neuronal  excitability  and  synaptic 

transmission.  Thus,  group  I mGluR  antagonists  and  group  II  and  III mGluR  agonists  generally 

produce anti‐nociceptive effects. All three groups of mGluRs are distributed throughout the CNS. 

Group II mGluRs (mGluR2/3) are present at the afferent terminals in the spinal superficial DH and 

DRG. Two sub‐types of group III mGluRs, mGluR4 and mGluR7, are located in the DH, particularly 

laminae I and II.   mGluR4 and mGluR7 mRNA also occurs in the DRG (Pan et al. 2007). All mGluR 

sub‐types  (except mGlu6  receptor)  are  expressed within  the  nociceptive  pathways  where  they 

modulate pain transmission (Mazzitelli et al. 2018; Pereira and Goudet 2019). Group II mGluR2 and 

mGluR3  are  expressed  in  peripheral,  spinal  and  supraspinal  elements  of  pain‐related  neural 

processing  and mainly  presynaptically.  They  typically  inhibit  the  release  of  neurotransmitters, 

including glutamate and GABA. Group  II mGluRs are  linked  to pain modulation.    In pre‐clinical 

models of acute and chronic pain, group II mGluR agonists have anti‐nociceptive/analgesic effects 

(Mazzitelli et al. 2018). 

Metabotropic Glutamate Receptors (mGluRs) in Thalamus (THAL) 

Postsynaptic  metabotropic  sub‐type  1  (mGlu1)  receptors  exist  in  the  THAL.  In  urethane‐

anesthetized  rats,  extracellular  recordings were  obtained  in  vivo with multi‐barrel  iontophoretic 

electrodes from single neurons in the THAL. Responses to iontophoretic applications of the Group I 

mGlu agonist 3,5‐dihydroxy‐phenylglycine (DHPG) were selectively potentiated by co‐application 
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of the mGlu1 positive allosteric modulator Ro67‐4853, whereas they were selectively reduced upon 

co‐application  of  the mGlu1  receptor  orthosteric  antagonist LY367385. This  indicates  that THAL 

DHPG responses are mediated primarily via mGlu1 receptors. Ro67‐4853 also potentiated responses 

of THAL neurons to noxious thermal stimulation. By contrast, nociceptive responses were reduced 

by LY367385. Hence, mGlu1 receptors are important in the THAL processing of sensory information, 

particularly with respect to nociceptive responses (Salt et al. 2014). 

Metabotropic Glutamate Receptors (mGluRs) in Striatum 

A way to counteract glutamatergic hyperactivation, e.g., in PD, is through the activation of group 

III mGluRs, which are located on presynaptic terminals inhibiting neurotransmitter release. Selective 

ligands  for  each  group  III mGluR,  in  particular  positive  and  negative  allosteric modulators,  have 

allowed elucidating the role of each sub‐type. The neuroprotective potential of group III mGluRs in 

pathological conditions, such as  those characterized by elevated glutamate, has been shown.  In  the 

dorsal striatum, mGluR7 and mGluR8 are located at glutamatergic cortico‐striatal terminals, and their 

stimulation inhibits pain in pathological conditions such as neuropathic pain. The two receptors in the 

dorsal striatum have instead a different role in pain control in normal conditions (Bocella et al. 2020). 

Despite the ineffective function of CeA under normal conditions, AMY‐mediated hyperalgesia 

in pain‐related disorders occurs in CeA through the interactions with mGluR1/5, since CeA contains 

many nociceptive neurons, and under conditions of chronic pain, the excitability of CeA increased. 

CeA  exerts  anti‐nociceptive  effects  by  acting  on  the  mGluR8.  Under  carrageenan‐triggered 

inflammatory pain  conditions,  intra‐CeA micro‐injections of mGluR8 agonists  increased OFF‐cell 

activities while decreasing ON‐cell activities, thus creating anti‐nociceptive effects. Hence, the AMY‐

RVM pathway, particularly CeA‐rvm projections, modulate pain through acting at mGluRs (Peng et 

al. 2023). 

Sex Differences 

There  are  basal  sex  differences  in mGluR  expression  and  function.  Gonadal  hormones,  in 

particular estradiol, regulate mGluR signaling. There are sex‐specific mechanisms by which mGlu 

receptors differentially modulate synaptic plasticity and behavior in basal states and models relevant 

for disease (Fabian et al. 2023). 

3.15.3. Glycine and Its Receptors 

GABA and glycine mediate fast inhibitory neurotransmission in different CNS areas including 

the spinal cord. Under healthy conditions, they limit the excitability of spinal terminals of primary 

sensory  nerve  fibers  and  of  intrinsic  DH  neurons  through  pre‐  and  postsynaptic  mechanisms 

(Zeilhofer et al. 2012). 

Glycine is a second fast inhibitory neurotransmitter in the spinal cord, brainstem and a few other 

selected areas of the CNS  including  the retina.  It activates a plasma membrane Cl‐ channel that  is 

selectively blocked by strychnine. It distinguishes inhibitory glycine receptors not only from GABA 

receptors but  also  from  excitatory NMDARs, which  also possess  a glycine‐binding  site. At  these 

excitatory receptors, glycine functions as endogenous co‐agonists and are required, together with the 

principal  excitatory  neurotransmitter  L‐glutamate,  for  full  channel  activation.  The  sub‐unit 

composition of  strychnine‐sensitive glycine  receptors  shows  considerably  less heterogeneity  than 

that of GABAARs. Unlike GABAARs, the repertoire of sub‐units that glycine receptors can draw from 

is limited to four α sub‐units, designated α1‐α4, and one β sub‐unit. Recent evidence suggests that 

the β sub‐units also participate in the formation of the glycine‐binding site and that glycine receptors 

are composed of two α and three β sub‐units. Besides strychnine, picrotoxin, a mixture of picrotin 

and picrotoxinin, is sometimes used to pharmacologically characterize inhibitory glycine receptors 

(Zeilhofer et al. 2012). 

Glycine receptors show restricted distributions. A high density of glycine receptors is present in 

both the spinal VH and the DH, in various nuclei of the brain stem, including the trigeminal nucleus, 

and  the  cerebellum.  In  adulthood,  most  glycine  receptors  comprise  α1/β  heteromers.  Channel 
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complexes containing the α3 sub‐unit occur in the spinal cord and in HIPP. In the spinal cord, α3 sub‐

units  are  concentrated  in  the  superficial  DH  layers  where  nociceptive  primary  afferent  fibers 

terminate (Zeilhofer et al. 2012). 

3.15.4. GABA and Its Receptors 

The inhibitory transmitters GABA and glycine play an important role in modulating spinal pain 

transmission, both in normal and in pathological situations. There are three types og GABA receptors. 

In mammals,  GABAARs  are widely  distributed  throughout  the  nervous  system  and  peripheral 

tissues. GABAB receptors occur in the olfactory bulb, neocortex, HIPP, THAL and cerebellum. GABAC 

receptors occur mainly in the retina, but are also distributed in the spinal cord, THAL, pituitary gland, 

and intestine. The rapid inhibition by the GABA is mediated by GABAARs (Huang et al. 2023). 

GABAA Receptors (GABAARs) 

GABAARs are composed of a repertoire of 19 sub‐units. GABAARs are the most diverse family 

of neurotransmitter  receptors  in  the mammalian nervous  system. The majority of  these  receptors 

contain two α subunits, two β subunits and one γ subunit. They are activated by GABA released from 

presynaptic  terminals. They mediate phasic  inhibition.  In  the  brain, most GABAAR  isoforms  are 

composed of α1, β2, and γ2 sub‐units. In the spinal cord, α2 and α3 are more abundant than α1 sub‐

units, and β2 is replaced in the majority of spinal GABAARs by β3. The physiological activator GABA 

binds to an interface formed by the α and β sub‐units, which occurs twice in a typical GABAAR. In 

addition to the physiological activator GABA, many GABAARs bind endogenous neuromodulators, 

such as neurosteroids and modulatory drugs, including benzodiazepines, barbiturates, alcohols, and 

anesthetics. A sub‐set of GABAARs, which possess the δ or ε sub‐unit instead of the γ sub‐unit, are 

benzodiazepine‐insensitive and are exclusively located at extrasynaptic sites. They typically exhibit 

a  higher  affinity  for GABA  than  γ2  sub‐unit  containing  receptors  and mediate  tonic  inhibitory 

currents. These channels exhibit a highly restricted distribution within the CNS. The δ sub‐unit  is 

most abundant in the cerebellum but is also found in several forebrain areas including the DG, the 

neostriatum, and certain cortical  layers. The  ε sub‐unit  is  found  in  the HYP,  the spinal cord, and 

several hindbrain areas. Bicuculline  is the most commonly used GABAAR antagonist.  It blocks all 

ionotropic GABA  receptors, with  the  exception of  those  containing  ρ  su‐bunits, but  also  inhibits 

certain K+  channels. Gabazine  is  another GABAAR  antagonist, which  elicits preferential  block  of 

synaptic GABAAR. In the CNS, GABAARs may exert functions beyond inhibitory neurotransmission. 

Such  additional processes  include  adult HIPP neurogenesis, which  is  impaired  in mice  carrying 

deficits  in γ2 subunit containing GABAARs. Evidence  for adult neurogenesis  in  the spinal cord  is 

lacking.  Functional  GABAARs  are  also  expressed  by  spinal  astrocytes.  Astrocytes  indirectly 

participate in sensory processing and contribute to the generation of chronic pain states (Zeilhofer et 

al. 2012). 

GABA in Sensory Afferents 

GABAergic communication occurs within rodent peripheral sensory ganglia and can modulate 

transmission of pain‐related signals from the peripheral sensory nerves to the CNS. Sensory neurons 

expressed major proteins necessary for GABA synthesis and release, and sensory neurons released 

GABA in response to depolarization. In vivo, focal infusion of GABA or GABA re‐uptake inhibitor 

to  sensory  ganglia  dramatically  reduced  acute  peripherally  induced  nociception  and  alleviated 

neuropathic  and  inflammatory  pain.  Focal  application  of GABA  receptor  antagonists  to  sensory 

ganglia  triggered or  exacerbated peripherally  induced nociception. Chemogenetic or optogenetic 

depolarization of GABAergic neurons  in the DRG  in vivo reduced acute and chronic peripherally 

induced nociception. Mechanistically, GABA depolarized the majority of sensory neuron somata, yet 

produced  a  net  inhibitory  effect  on  the  nociceptive  transmission  due  to  the  filtering  effect  at 

nociceptive fiber T‐junctions (Du et al. 2017). 

GABA in Spinal Cord 
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Besides, in PSI (below), GABA neurons are important in organizing the operation of the complex 

DH network. They may contain one or more of the following agents: glycine, ACh, NPY, ENK, NOS or 

parvalbumin.  Parvalbumin‐immuno‐reactivity  was  restricted  to  those  GABA‐immuno‐reactive 

neurons  that also  showed glycine‐immuno‐reactivity and was not  co‐localized with NPY‐immuno‐

reactivity or NADPH‐diaphorase activity. NADPH diaphorase activity was a reliable marker for NOS. 

Neurons  that possess GABA‐  but not  glycine‐immuno‐reactivity may  contain NPY, ENK, ACh  or 

NADPH diaphorase, and all ACh neurons appear to contain NADPH diaphorase. Peptide‐immuno‐

reactivity did not co‐exist with NADPH diaphorase. Hence, several phenotypically distinct groups of 

GABA‐immuno‐reactive neuron can be identified in DH laminae I‐III, and these groups may represent 

different functional types of inhibitory neuron (Laing et al. 1994). 

To localize spinal glycine/GABA neurons, in situ hybridization for identifying spinal neurons 

that  use  the  transmitter(s)  glycine  and/or  GABA  (glycine/GABA  neurons)  and  immuno‐

histochemistry for c‐fos, a marker for neuronal activation, were combined. This procedure was used 

with acute pain models induced by the injection of capsaicin or formalin. In all models, glycine/GABA 

neurons were  activated  as  indicated  by  their  expression  of  c‐fos.  The  pattern  of  glycine/GABA 

neuronal activation was different for every model, both anatomically and quantitatively. Morphine 

application decreased the total number of activated neurons and activated glycine/GABA neurons, 

showing that morphine did not specifically activate glycine/GABA neurons to achieve nociceptive 

inhibition (Hossaini et al. 2010). 

The  expression pattern  of  the major GABAAR  isoforms  in  the  spinal  cord has  been  studied 

mainly in mice and rats. α2 sub‐units are most abundant in the superficial DH and in MNs. The α1 

and α5 sub‐units are most densely expressed in  laminae III‐VIII, while the lamina I/II) are  largely 

devoid of these sub‐units. The distribution of GABAARs  in the human hindbrain and most rostral 

segments of the cervical spinal cord is mostly consonant with that in rodents. In the adult spinal cord, 

the α2 sub‐unit mRNA was particularly concentrated in VH MNs, while the α3 sub‐unit mRNA was 

expressed to an equal degree in both ventral and DH. The α2 subunit mRNA is strongly expressed 

in large‐diameter DRG neurons and to a lesser degree in small‐diameter cells. This correlates well 

with  electrophysiological  studies,  which  showed  that  large‐diameter  capsaicin‐insensitive  DRG 

neurons exhibit larger GABAergic membrane currents than small‐diameter capsaicin‐sensitive cells. 

α2 (and α3) sub‐units are expressed on DH axons and/or axon terminals of nociceptive (CGRP‐ and 

IB4‐positive) and non‐nociceptive afferents (i.e. those positive for the VGLUT1). A significant portion 

of the DH α2 sub‐units is still located on intrinsic DH neurons (Zeilhofer et al. 2012). 

GABAARs in Central Nucleus of Amygdala (CeA) 

Itch and pain may in part share common pathways, and GABAARs in the CeA are involved in 

pain modulation. In rats, bilateral intra‐CeA micro‐injection of a selective GABAA receptor agonist 

muscimol  hydrochloride,  but  not  a  selective GABAA  receptor  antagonist  bicuculline  or  vehicle, 

showed  significant analgesic effects,  reflected by an  increase  in TFL and a decrease  in  ipsilateral 

forelimb wipes evoked by mustard oil. Rats subjected to intra‐CeA infusion of bicuculline showed a 

significantly  greater  number  of  scratching  bouts  and  time  in  acute  and  chronic  pruritus  animal 

models than control rats. Conversely, intra‐CeA infusion of muscimol in animal models dramatically 

decreased the number of scratching bouts and time compared with control rats. In addition, intra‐

CeA  infusion  of  bicuculline  or muscimol  had  no  obvious  effects  on  other  behaviors  including 

locomotor activity and spontaneous facial grooming in rats subjected to cheek micro‐injection of 5‐

HT. This has been  taken  to  indicate  that  the GABAAR‐mediated  inhibitory  system  in  the CeA  is 

involved in itch modulation as it is in pain control (Chen et al. 2016). 

GABAB Receptors (GABABRs) 

GABA  is  the  most  important  inhibitory  neurotransmitter.  GABA  activates  three 

pharmacologically  distinct  types  of  receptors:  ionotropic  GABA
A
  and  GABA

C
  receptors  and  G 

protein‐coupled GABA
B
 receptors.   GABA is widely distributed throughout the CNS.    In the brain, 
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GABA
B
  receptor  binding  sites  are present  in  the THAL, AMY, PAG, PBN,  and medullary  raphé 

nucleus. GABA
B
 receptors are also present in primary afferent neurons and the spinal cord. GABA

B
 

receptor immuno‐reactivities are distributed in the DH laminae I‐III and in DRG neurons (Pan et al. 

2007). 

GABAB Receptors (GABABRs) in Sensory Afferents and Spinal Cord 

In  animal  models  of  acute  pain,  the  GABA
B
  receptor  agonist  baclofen  produced  an  anti‐

nociceptive effect upon intra‐thecal administration. GABA
B
 receptor agonists exerted effects on ion 

channels and synaptic  transmission.  In cultured newborn  rat DRG neurons, activation of GABA
B
 

receptors  reduced  high  voltage‐gated Ca
2+
  channel  activity.  In  the  rat  small‐diameter  trigeminal 

ganglion  neurons,  baclofen  inhibited  neuronal  excitability  through  potentiation  of  voltage‐

dependent K+ currents. Activation of presynaptic GABAB receptors  likely contributes  to  the anti‐

nociceptive effect of baclofen by inhibiting the release of glutamate and neuropeptides from primary 

afferents. In rat spinal cord slices, baclofen dose‐dependently decreased the glutamate release from 

primary afferent terminals. In the spinal cord, baclofen had a greater effect on group IV (C)‐fiber‐ 

than  on  group  III  (Aδ)‐fiber‐evoked  glutamate  release  suggesting  that GABA
B
  receptors may  be 

preferentially expressed on group IV fibers as opposed to group III‐fiber afferent terminals. GABA
B
 

receptors  are  also  involved  in  the  inhibitory  effect  of  ACh  on  spinal  glutamatergic  synaptic 

transmission.  Blockade  of GABA
B
  receptors  attenuated  the  inhibition  of  ascending DH  neurons 

produced by mAChR agonists and the acetylcholinesterase inhibitor neostigmine. Thus, activation of 

GABAB receptors contributed to the anti‐nociceptive effect of  intra‐thecally administered mAChR 

agonists  or  neostigmine.  Increased  GABA  release  after  activation  of mAChRs  could  spill  over 

sufficiently to activate presynaptic GABAB receptors on the neighboring glutamatergic terminals to 

indirectly  inhibit glutamate  release.  In addition  to  reducing glutamatergic  synaptic  transmission, 

GABAB receptor activation attenuated GABA and glycine release in the spinal DH. In the spinal DH 

neurons,  baclofen  activated  GIRK  channels,  which  are  important  in  maintaining  the  resting 

membrane potential duration in lamina II neurons (Pan et al. 2007).     

GABAB Receptors (GABABRs) in Thalamus (THAL) 

The ventro‐basal complex of the THAL (VB) participates in the transmission and modulation of 

noxious information. GABA
B
 receptors in the VB might be involved in the modulation of neuronal 

activity in response to chronic noxious input. To investigate the role of VB GABA
B
 receptors in acute 

inflammatory pain, the formalin test of nociception was performed in rats stereotaxically injected in 

the VB contralateral to the formalin‐injected paw, with saline (controls), baclofen, a specific GABA
B
 

receptor agonist or CGP35348, a GABA
B
 receptor antagonist. Control animals exhibited phase 1 (acute 

pain) and phase 2  (tonic pain) nociception‐related activities. A higher dose of baclofen  induced a 

significant decrease of all pain‐related behaviors  in both phases of the test and had no observable 

effects on the animals´ motor function, while a  lower dose could not reduce the total pain‐related 

activities.  Injection  of CGP35348  prior  to  baclofen  reduced  the  anti‐nociceptive  effect  caused  by 

baclofen during phase 2  in  the paw‐jerks and  in total pain‐related activities. CGP35348 alone had 

anti‐nociceptive effects in both phases, though less pronounced than baclofen 0.875 microgram in the 

total  pain‐related  activities  during  phase  2.  This  demonstrates  that  both  the  blockade  and  the 

activation of GABA
B
 receptors in the VB of rats induce anti‐nociception in acute and tonic pain (Soares 

Potes et al. 2006). 

4. Clinical Syndromes 

A growing body of evidence supports that neurotransmitters and neuromodulators are actively 

involved in the pathophysiology of numerous clinical syndromes presenting with acute pain. Their 
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dynamic  interactions  across  peripheral  and  central  structures  underlie  not  only  the  onset  and 

intensity of acute pain, but also shape its modulation and persistence (Windhorst and Dibaj 2025). 

Below are examples of clinical syndromes where such molecular signaling is both relevant and well‐

documented. 

Postoperative Pain 

Surgical  trauma  leads  to  immediate  activation  of  nociceptors,  followed  by  local  release  of 

glutamate, SP, and CGRP from primary afferents. These mediators sensitize peripheral terminals and 

facilitate  synaptic  transmission  in  the DH via NMDA  and AMPA  receptor  activation.  Inhibitory 

systems are simultaneously down‐regulated, particularly GABAergic and glycinergic interneurons. 

Acute postoperative pain is also influenced by supraspinal neurotransmitters: 5‐HT, among others, 

participate in descending modulation via the PAG‐RVM axis, while endogenous opioids act at spinal 

and brainstem  levels to suppress pain signaling. The transient  imbalance between facilitatory and 

inhibitory systems leads to central sensitization (Ekman and Koman 2005; Latremoliere and Woolf 

2009; O’Neill and Lirk 2022; Pogatzki‐Zahn et al. 2017). 

Acute Neuropathic Pain 

Peripheral  nerve  injury  (e.g.,  herpes  zoster,  post‐traumatic  nerve  damage)  results  in 

spontaneous  ectopic  discharges  due  to  up‐regulation  of  Nav1.7–1.9  Na+  channels  and  down‐

regulation  of  Kv  K+  channels.  This  excitability  is  mediated  by  glutamate,  SP,  ATP,  and  pro‐

inflammatory cytokines (e.g., TNF‐α,  IL‐1β), which act as neuromodulators.  In the DH, persistent 

afferent input activates NMDARs and microglial release of BDNF, which shifts GABAergic signaling 

from inhibitory to excitatory via Cl‐ dysregulation. Additionally, descending pain control becomes 

compromised, with reduced efficacy of endogenous opioids and 5‐HT, enhancing pain facilitation 

(Costigan et al. 2009; Gilron and Dickenson 2014; Kim et al. 2013; Qian et al. 2024). 

Acute Musculoskeletal Pain 

Muscle, tendon, or bone  injuries activate polymodal nociceptors through TRPV1, ASICs, and 

PIEZO2  channels. Neurotransmitters  such  as  glutamate,  SP,  and  prostaglandins  are  released  in 

response  to  ischemia,  tissue  stretch, or  acidosis. These  contribute  to peripheral  sensitization  and 

initiate  inflammatory  cascades. At  the  spinal  level,  central  sensitization may  follow, particularly 

when  pain  is  intense  or  prolonged,  involving  NMDAR  activation  and  disinhibition  via 

GABA/glycine. Endogenous opioids and eCBs also participate in local and central modulation during 

musculo‐skeletal pain (Curatolo et al. 2023; Gregory et al. 2018; Savadipour et al. 2023; Wang et al. 

2017). 

Acute Visceral Pain 

Conditions  such  as  renal  colic,  acute pancreatitis, or myocardial  infarction  result  in visceral 

nociception mediated by vagal and sympathetic afferents. Neurochemical mediators including ATP, 

SP, CGRP, histamine, and 5‐HT from enterochromaffin cells, mast cells, and injured tissues contribute 

to nociceptor excitation. Central processing involves convergence of visceral and somatic inputs in 

the dorsal horn, often  resulting  in  referred pain. Neuroanatomically,  the NTS  and hypothalamic 

nuclei modulate autonomic responses via DA and ACh. Neuroendocrine cross‐talk with the HPA 

axis may amplify pain responses through glucocorticoid feedback and CRH modulation (Kondo et 

al. 2010). 

Headache Syndromes 

In migraine and trigeminal autonomic cephalalgias (e.g., cluster headaches), activation of the 

trigeminovascular system triggers release of CGRP, SP, and neurokinin A. These cause neurogenic 

inflammation of the meninges and vasodilation of intracranial vessels. Central processing involves 

the trigeminal nucleus caudalis, brainstem nuclei, and hypothalamus. The role of serotonin is pivotal 

–  particularly  via  5‐HT1B/1D  receptors,  which  are  targeted  by  triptans.  Additionally,  the 

dysregulation  of  dopaminergic  and  hypothalamic  neurotransmission  correlates with  prodromal 

symptoms and autonomic features (Edvinsson, 2001; Goadsby et al. 2017). 

Case‐Based Integration 
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Several case reports throughout the manuscript (e.g., acute trigeminal neuralgia, thoracic pain 

syndrome)  illustrate  how  dysfunction  in  neurotransmitter  systems  –  particularly  in  descending 

pathways (PAG‐RVM), hypothalamic axes, and  limbic circuits – modulate the expression of acute 

pain. These cases underscore the clinical relevance of specific neurotransmitter and neuromodulator 

profiles across anatomical systems. 

Summary 

Neurotransmitters and neuromodulators play an  indispensable  role  in clinical  syndromes of 

acute pain, from the initial nociceptive event through central amplification and modulatory control. 

These mechanisms are clinically actionable, guiding the use of pharmacologic agents (e.g., NMDA 

antagonists, GABA agonists, opioids, triptans, and CGRP inhibitors) in the treatment of patients with 

acute pain. 

5. Concluding Remarks 

The phenomena of nociception and acute pain are underpinned by a highly intricate network of 

structures and signaling mechanisms. This complexity arises from multiple, interdependent layers of 

biological organization and function. 

First, at the sub‐cellular level, there exists a dense web of organelles, ion channels, intracellular 

signaling  cascades,  and  second messengers. Although not within  the  scope of  this  review,  these 

elements critically modulate the responsiveness of nociceptive neurons and represent a frontier in 

pain research that continues to unfold. 

Second, the macroscopic anatomical structures – including spinal cord regions, brainstem nuclei, 

and cortical areas – are themselves composed of diverse cell populations with varying morphologies, 

electrophysiological properties, and connectivity profiles. For example, the dorsal horn of the spinal 

cord  contains  excitatory  and  inhibitory  interneurons, projection neurons,  and glial  elements  that 

interact dynamically in response to nociceptive input. This cellular heterogeneity complicates efforts 

to map function to structure in a one‐to‐one manner. 

Third,  neuronal  nodes within  this  system  are  deeply  embedded  in wider  neural  networks, 

receiving converging inputs from various sensory modalities and internal states (e.g., stress, arousal, 

emotion), while simultaneously projecting to multiple downstream targets. This level of integration 

supports flexible and context‐dependent modulation of pain but also makes the system vulnerable to 

dysregulation. 

Fourth,  the  diversity  of  neuromodulators  –  including  classical  neurotransmitters, 

neuropeptides, neurotrophins, and hormones – adds another axis of complexity. These substances 

modulate neural excitability,  synaptic strength, and circuit dynamics depending on both  internal 

(e.g., circadian rhythm, hormonal milieu) and external (e.g., injury, stress) conditions. 

Fifth, many of these modulators exhibit pleiotropic and even paradoxical effects, often mediated 

by different  receptor  sub‐types and downstream  signaling pathways. This  functional multiplicity 

challenges simple models of pain signaling and necessitates nuanced experimental approaches. 

Sixth, and perhaps most significantly, chronic pain states are marked by neuroplastic changes at 

multiple levels – from receptor expression and synaptic strength to structural remodeling of circuits 

and altered neuromodulatory tone. These maladaptive changes contribute to pain chronification and 

underscore the need for early intervention and individualized treatment strategies. 

Throughout this review, select case reports have been  integrated where appropriate, offering 

illustrative  examples of how  these principles manifest  clinically.  In addition, a brief overview of 

clinical  acute  pain  syndromes  has  been  provided  to  bridge  basic  science  with  applied  clinical 

understanding. 

Comparison with the current literature reveals both significant advances and persistent gaps. 

While much has been uncovered about the molecular and structural components of nociception and 

acute pain, key questions remain unresolved. For example, how do specific neuromodulators interact 

over time and across systems in a living organism? Which alterations are causal in the transition from 
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acute  to  chronic pain,  and which  are  compensatory? How does  individual variability  in  genetic 

background or life experience influence these processes? 

Future research must aim to address these questions through integrative, multi‐scale approaches 

that combine molecular biology, systems neuroscience, computational modeling, and clinical studies. 

Longitudinal  analyses,  single‐cell  sequencing,  in  vivo  imaging,  and  patient‐derived  data will  be 

essential to developing a more precise, personalized understanding of pain mechanisms. Moreover, 

interdisciplinary efforts that  link neuroscience,  immunology, endocrinology, and psychology hold 

promise in capturing the full complexity of pain as both a sensory and affective experience. 

In conclusion, nociception and acute pain are governed by a dynamic interplay of structures and 

substances,  modulated  by  internal  and  external  factors,  and  vulnerable  to  pathological  re‐

organization.  A  deeper  understanding  of  these  networks,  informed  by  ongoing  advances  in 

neuroscience, holds the key to more effective diagnostic and therapeutic strategies in the future. 
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Abbreviations 

2‐AG:  2‐arachidonyl  glycerol;  α‐MSH:  α‐melanocyte‐stimulating  hormone;  ACC:  anterior 

cingulate  cortex;  ACh:  acetylcholine;  AChR:  acetylcholine  receptor;  ACTH:  adreno‐corticotropic 

hormone; ASIC:  acid‐sensing  ion  channel; AEA:  anandamide; AgRP:  agouti‐related protein;  aIC: 

anterior insular cortex; aMCC: anterior mid‐cingulate cortex; AMPA: α‐amino‐3‐hydroxy‐5‐methyl‐

4‐isoxazole‐propionic acid; AMPARs: AMPA receptors; AMY: amygdala; ANS: autonomic nervous 

system;  APV:  2‐amino‐5‐phosphonovalerate;  ATP:  adenosine‐trisphosphate;  AVP:  vasopressin; 

BDNF: brain‐derived neurotrophic factor; BFB: basal forebrain; BG: basal ganglia; BK: bradykinin; 

BLA: baso‐lateral amygdala; BNST: bed nucleus of  the  stria  terminalis;  cAMP:  cyclic adenosine‐

monophosphate; CBD: cannabidiol; CB1R/CB2R: cannabinoid receptor1/2; CCK: cholecystokinin; 

CCK1R/CCK2R: CCK receptor 1/2; CeA: central nucleus of the amygdala; CeA‐L: lateral division of 

the central nucleus of the amydala; CeLC: lateral and capsular division of the central nucleus of the 

amydala; CeM: medial CeA sub‐division; CFA: complete Freund´s adjuvant; CGRP: calcitonin gene‐

related peptide;  cNTS:  caudal nucleus  tractus  solitarii; CPM:  conditioned pain modulation; CPP: 

conditioned place preference; CRD: colo‐rectal distension; CRH: corticotropin‐releasing hormone; 

CSF:  cerebro‐spinal  fluid;  CVLM:  caudal  ventro‐lateral  medulla;  DA:  dopamine;  DAGLα: 

diacyglyerol lipase α; DG: dentate gyrus; DH: dorsal horn; DHEA: dehydroepiandrosterone; DHPG: 

3,5‐dihydroxy‐phenylglycine;  dlPAG:  dorso‐lateral  peri‐aqueductal  gray;  dlPFC:  dorso‐lateral 

prefrontal cortex; D1R/D2R: dopamine receptor 1/2; DMH: dorso‐medial hypothalamus; DRG: dorsal 

root ganglion; DreN: dorsal reticular nucleus; DRN: dorsal raphé nucleus; DRP: dorsal root potential; 

Dyn: dynorphin; EC: entorhinal cortex; eCB: endocannabinoid; ECS: endocannabinoid system; eIPSC: 

evoked  inhibitory post‐synaptic potential; EM‐2:  endomorphin‐2; ENK: enkephalin; ERα: estrogen 

receptor  α;  ERß:  estrogen  receptor  ß;  ERß  KO:  estrogen  receptor  ß  knockout;  EPSC:  excitatory 

postsynaptic current; FAAH:  fatty acid amide hydrolase; GABA: γ‐amino‐butyric acid; GABAAR: 

GABAA receptor; GABABR: GABAB receptor; GAL: Galanin; GAL1‐3R: galanin 1‐3 receptor; GIRK: G 

protein‐coupled  inwardly  rectifying  K
+
;  GPER:  G  protein‐coupled  estrogen  receptor;  GR: 

glucocorticoid receptor; GRPR: gastrin‐releasing peptide receptor; GS: gastrocnemius (muscle); 5‐

HT:  serotonin;  5‐HTR:  5‐HT  receptor;  5‐HT1‐2R:  5‐HT  receptor  type  1/2;  Hb:  Habenula;  HIPP: 

hippocampus; HIST: histamine; HPA: hypothalamic‐pituitary‐adrenal  (axis); HPG: Hypothalamo‐

pituitary‐gonadal  (axis); HPT; Hypothalamo‐pituitary‐thyroid  (axis); HWL: hindpaw withdrawal 

latency; HYP: hypothalamus; HYP ARC: hypothalamic arcuate nucleus; I
A
: transient outward A‐type 
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K+  current;  IC:  insular  cortex;  ICV:  intra‐cerebro‐ventricular;  IFSS:  inescapable  foot‐shock  stress; 

iGluR: ionotropic glutamate receptor; IL: intra‐limbic (cortex); IL‐1: interleukin‐1; IL‐1β: interleukin‐

1ß; IL‐6: interleukin‐6; IPSC: inhibitory postsynaptic current; ITC: intercalated cells (of the amygdala); 

LA: lateral amygdala; LC: locus coeruleus; L‐ENK: Leu‐enkephalin; lPAG: lateral peri‐aqueductal gray; 

lPBN:  lateral  parabrachial  nucleus;  LTD:  long‐term  depression;  LTP:  long‐term  potentiation; M1: 

primary motor cortex; mAChR: muscarinic acetylcholine  receptor; MAGL: monoacyglycerol  lipase; 

Mc1r:  melanocortin‐1  receptor  gene;  MC1‐5R:  melanocortin‐1(‐5)  receptor  sub‐type;  MCR: 

melanocortin receptor; MDD: major depression disorder; MeA: medial division of the amygdala; M‐

ENK:  met‐enkephalin;  mEPSC:  miniature  excitatory  postsynaptic  current;  mGluR:  metabotropic 

glutamate  receptor;  MN:  motoneuron;  mPFC:  medial  prefrontal  cortex;  MR:  mineralocorticoid 

receptor; NA: Noradrenaline; NAc:  nucleus Accumbens;  nAChR:  nicotinic  acetylcholine  receptor; 

NAPE‐PLD: N‐acylphosphatidylethanolamine phospholipase D; NBM: nucleus basalis of Meynert; 

NGF: nerve growth factor; NK1: neurokinin 1; NK1R: neurokinin‐1 receptor; NK‐A: neurokinin‐A; NK‐

B:  neurokinin‐B;  NMDA:  N‐methyl‐D‐aspartate;  NMDAR:  N‐methyl‐D‐aspartate  receptor; 

NMDAR1:  subunit  of  the  N‐methyl‐D‐aspartate  receptor  1;  NO:  nitric  oxide;  NOPR: 

nociception/orphanin receptor; NOS: nitric oxide synthase; NPS: neuropeptide S; NPY: neuropeptide 

Y; NRM: nucleus raphé magnus; NT: Neurotensin; NTR1/2: neurotensin receptor sub‐type 1/2; OFC: 

orbito‐frontal cortex; OIH: opioid‐induced hyperalgesia; ORX: orexin; ORXA: orexin A; ORXB: orexin 

B; OXTR: OXT receptor; ORXAR: ORXA receptor; ORXBR: ORXB receptor; OXT: oxytocin; PAD: 

primary  afferent  depolarization;  PAG:  peri‐aqueductal  gray;  PBN:  parabrachial  nucleus;  PD:   

Parkinson´s disease; PFC: prefronal cortex; PG: nucleus paragiganto‐cellularis; PGE2: prostaglandin 2; 

pIC: posterior insular cortex; PL: pre‐limbic part of prefrontal cortex; PNS: peripheral nervous system; 

POMC: pro‐opiomelanocortin; PPN: pedunculo‐pontine nucleus; PR: progesterone receptor; PRA:   

progesterone  receptor  A;  PRB:    progesterone  receptor  B;  PSI:  presynaptic  inhibition;  PV: 

parvalbumin;  PVN:  paraventricular  nucleus  (of  hypothalamus);  PVT:  paraventricular  nucleus  of  the 

thalamus;  rACC:  rostral  anterior  cingulate  cortex; RN:  raphé  nucleus; RRF:  retrorubral  field; S1: 

primary  somatosensory  cortex;  S2:  secondary  somatosensory  cortex;  SCH:  sub‐clinical  hypo‐

thyroidism; SCN: suprachiasmatic nucleus; SIA: stress‐induced analgesia; Sm: nucleus submedius in 

medial thalamus; SN: substantia nigra; SNc: substantia nigra pars compacta; SNr: substantia nigra pars 

reticularis;  SON:  supraoptic  nucleus;  SP:  substance  P;  SpV:  spinal  trigeminal  nucleus;  STN: 

subthalamic nucleus of basal ganglia; STT: somatostatin; STTR1‐5: sub‐types of STT receptors; STTr: 

spino‐thalamic tract; T3: 3,5,3ʹ‐triiodothyronine; T4: 3,5,3ʹ,5ʹ‐tetraiodothyronine; TFL: tail‐flick latency; 

TFR: tail‐flick reflex; TH: thyroid hormone; THAL: thalamus, ic; THC: Δ9‐tetrahydrocannabinol,; TMJ: 

temporo‐mandibular‐joint; TNF‐α: tumor necrosis factor‐α; TRα1: thyroid receptor sub‐type; TRβ1:   

thyroid receptor sub‐type; TRH: thyrotropin‐releasing hormone; TrkA: tropomyosin‐related receptor 

kinase A; TrkB:  tropomyosin‐related  receptor  kinase B; TRP:  transient  receptor  potential; TRPV1: 

vanilloid  transient  receptor  potential  (TRP)  channel  1; VB:  ventro‐basal  complex  of  the  thalamus; 

VGLUT1‐2: vesicular glutamate transporter 1‐2; VH: ventral horn; vHIPP: ventral hippocampus; VIP: 

vasoactive  intestinal polypeptide; vlOFC: ventro‐lateral orbito‐frontal cortex; vlPAG: ventro‐lateral 

peri‐aqueductal gray; vlPFC: ventro‐lateral prefrontal cortex; VMR: viscero‐motor response; VReN: 

ventral reticular nucleus; VRP: ventral‐root potential; VTA: ventral tegmental area 

References 

1. Adke AP, Khan A, Ahn H‐S,  Becker  JJ, Wilson  TD, Valdivia  S,  Sugimura  YK, Martinez Gonzalez  S, 

Carrasquillo  Y  (2021)  Cell‐Type  Specificity  of  Neuronal  Excitability  and Morphology  in  the  Central 

Amygdala. eNeuro 8(1):ENEURO.0402‐20.2020 

2. Allen HN, Bobnar HJ, Kolber BJ (2021) Left and right hemispheric lateralization of the amygdala in pain. 

Prog Neurobiol 196:1018913 

3. Althammer  F,  Eliava M, Grinevich V  (2021) Central  and  peripheral  release  of  oxytocin: Relevance  of 

neuroendocrine and neurotransmitter actions for physiology and behavior. Handb Clin Neurol 180:25‐44 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  96  of  113 

 

4. Amaral DG,  Campbell MJ  (1986)  Transmitter  systems  in  the  primate  dentate  gyrus. Hum Neurobiol 

5(3):169‐180 

5. Ambriz‐Tututi M, Palomero‐Rivero M, Ramirez‐López F, Millán‐Aldaco D, Drucker‐Colin AR (2013) Role 

of  glutamate  receptors  in  the dorsal  reticular  nucleus  in  formalin‐induced  secondary  allodynia.  Eur  J 

Neurosci 38(7):3008‐3017 

6. Anyetei‐Anum CS, Roggero VR, Allison LA (2018) Thyroid hormone receptor localization in target tissues. 

J Endocrinol 237(1):R19–R34 

7. Asan E, Steinke M, Lesch K‐P  (2013) Serotonergic  innervation of  the amygdala:  targets,  receptors, and 

implications for stress and anxiety. Histochem Cell Biol 139(6):785‐813 

8. Baba K, Kawasaki M, Nishimura H, Suzuki H, Matsuura T, Ikeda N, Fujitani T, Yamanaka Y, Tsukamoto 

M, Ohnishi N, Yoshimura M, Maruyama T, Sanada K, Sonoda S, Nishimura K, Tanaka T, Onaka T, Ueta Y, 

Sakai A (2022)   Upregulation of the hypothalamo‐neurohypophysial system and activation of vasopressin 

neurones attenuates hyperalgesia in a neuropathic pain model rat. Sci Rep 12(1):13046 

9. Bagley EE,  Ingram  SL  (2020) Endogenous opioid peptides  in  the descending pain modulatory  circuit. 

Neuropharmacol 73:108131 

10. Bannister K, Dickenson AH (2016) What do monoamines do in pain modulation? Curr Opin Support Palliat 

Care 10:143‐148 

11. Barceló AC, Filippini B, Pazo JH (2012) The striatum and pain modulation. Cell Mol Neurobiol    32(1):1‐12 

12. Bardoni R (2013) Role of presynaptic glutamate receptors in pain transmission at the spinal cord level. Curr 

Neuropharmacol 11(5):477‐483 

13. Bardoni  R  (2019)  Serotonergic  modulation  of  nociceptive  circuits  in  spinal  cord  dorsal  horn.  Curr 

Neuropharmacol 17(12):1133‐1145 

14. Barker PA, Mantyh P, Arendt‐Nielsen L, Viktrup L, Tive L (2020) Nerve growth factor signaling and its 

contribution to pain. J Pain Res 13:1223‐1241 

15. Belforte JE, Pazo JH (2005) Striatal inhibition of nociceptive responses evoked in trigeminal sensory neurons 

by tooth pulp stimulation. J Neurophysiol 93(3):1730‐1741 

16. Bellasio S, Nicolussi E, Bertorelli R, Reggiani A  (2003) Melanocortin  receptor agonists and antagonists 

modulate nociceptive sensitivity in the mouse formalin test. Eur J Pharmacol 482(1‐3):127‐132 

17. Benarroch EE (2006) Pain‐autonomic interactions. Neurol Sci 27 Suppl 2:S130‐123 

18. Björklund M, Radovanovic S, Ljubisavljevic M, Windhorst U, Johansson H (2004) Muscle stretch‐induced 

modulation of noxiously activated dorsal horn neurons of feline spinal cord. Neurosci Res 48(2):175‐184 

19. Blumenkopf B (1988) Neuroschemistry of the dorsal horn. Appl Neurophysiol 51:89‐103 

20. Boccella  S, Marabese  I,  Guida  F,  Luongo  L, Maione  S,  Palazzo  E  (2020)  The  modulation  of  pain  by 

metabotropic glutamate receptors 7 and 8 in the dorsal striatum. Curr Neuropharmacol 18(1):34‐50 

21. Boll  S,  Almeida  de Minas  AC,  Raftogianni  A,  Herpertz  SC,  Grinevich  V  (2018)  Oxytocin  and  pain 

perception: From animal models to human research. Neuroscience 387:149‐161 

22. Bonsi P, Cuomo D, Martella G, Madeo G, Schirinzi T, Puglisi F, Ponterio G, Pisani A  (2011) Centrality of 

striatal cholinergic transmission in basal ganglia function. Front Neuroanat 5:6 

23. Bouchet  CA,  Ingram  SL  (2020)  Cannabinoids  in  the  descending  pain  modulatory  circuit:  Role  in 

inflammation. Pharmacol Ther 209:107495 

24. Bourgoin S, Benoliel JJ, Collin E, Mauborgne A, Pohl M, Hamon M, Cesselin F (1994) Opioidergic control 

of the spinal release of neuropeptides. Possible significance for the analgesic effects of opioids. Fundam 

Clin Pharmacol 8(4):307‐321 

25. Bourinet E, Altier C, Hildebrand ME, Trang T, Salter MW, Zamponi GW (2014) Calcium‐permeable  ion 

channels in pain signals. Physiol Rev 94:81‐140 

26. Bowers ME, Choi DC, Ressler KJ  (2012) Neuropeptide  regulation  of  fear  and  anxiety:  Implications  of 

cholecystokinin, endogenous opioids, and neuropeptide Y. Physiol Behav 107(5):699‐710 

27. Boyce VS, Mendell LM (2014) Neurotrophins and spinal circuit function. Front Neural Circuits 8:59 

28. Brockway DF, Crowley NA (2020) Turning the tides on neuropsychiatric diseases: The role of peptides in 

the prefrontal cortex. Front Behav Neurosci 14:588400 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  97  of  113 

 

29. Brodal A (1981) Neurological anatomy. In relation to clinical medicine, 3rd edn. Oxford University Press, 

New York 

30. Budai D, Khasabov SG, Mantyh PW, Simone DA (2007) NK‐1 receptors modulate the excitability of ON 

cells in the rostral ventromedial medulla. J Neurophysiol 97(2):1388‐1395 

31. Buesa  I,  Aira  Z,  Azkue  JJ  (2016)  Regulation  of  mociceptive  plasticity  threshold  and  DARPP‐32 

phosphorylation in spinal dorsal horn neurons by convergent dopamine and glutamate inputs. PLoS One 

11(9):e0162416 

32. Buhler  AV,  Proudfit  HK,  Gebhart  GF  (2008)  Neurotensin‐produced  antinociception  in  the  rostral 

ventromedial medulla is partially mediated by spinal cord norepinephrine. Pain 135(3):280‐290 

33. Burston  JJ, Woodhams  SG  (2014)  Endocannabinoid  system  and  pain:  an  introduction.  Proc Nutr  Soc 

73(1):106‐117 

34. Capogna M (2014) GABAergic cell type diversity in the basolateral amygdala. Curr Opin Neurobiol 26:110‐

116 

35. Cappoli N, Tabolacci E, Aceto P, Dello Russo C (2020) The emerging role of the BDNF‐TrkB signaling pathway 

in the modulation of pain perception. J Neuroimmunol 349:577406 

36. Carlton SM (2014) Nociceptive primary afferents: they have a mind of their own. J Physiol (Lond) 592:3403‐

3411 

37. Carlton SM, Du  J, Zhou S, Coggeshall RE  (2001) Tonic  control of peripheral  cutaneous nociceptors by 

somatostatin receptors. J Neurosci 21(11):4042‐4049 

38. Carter CS, Kenkel WM, MacLean EL, Wilson SR, Perkeybile AM, Yee JR, Ferris CF, Nazarloo HP, Porges 

SW,  Davis  JM,  Connelly  JJ,  Kingsbury MA  (2020)  Is  oxytocin  ʺNature´s Medicineʺ?  Pharmacol  Rev 

72(4):829‐861 

39. Castro AR, Pinto M, Lima D, Tavares  I  (2004) Nociceptive spinal neurons expressing NK1 and GABAB 

receptors are located in lamina I. Brain Res 1003(1‐2):77‐85 

40. Cesselin F (1995) Opioid and anti‐opioid peptides. Fundam Clin Pharmacol 9(5):409‐433 

41. Chang C‐T, Jiang B‐Y, Chen C‐C (2019) Ion channels involved in substance P‐mediated nociception and 

antinociception. Int J Mol Sci 20(7):1596 

42. Chen J, Cheuk IWY, Shin VY, Kwong A (2019) Acetylcholine receptors: Key players in cancer development. 

Surg Oncol 31:46‐53 

43. Chen L, Wang W, Tan T, Han H, Dong Z (2016) GABA(A) Receptors in the central nucleus of the amygdala 

are involved in pain‐ and    itch‐related responses. J Pain 17(2):181‐189 

44. Chen Q,  Shao C,  Zhou H, Ma  R,  Jiang  P,  Yang K  (2017)    Differential  sensitivity  of  presynaptic  and 

postsynaptic GABAB receptors in rat ventrolateral periaqueductal gray. Neuroreport 28(18):1221‐1224 

45. Chen W‐H, Lien C‐C, Chen C‐C (2022) Neuronal basis for pain‐like and anxiety‐like behaviors in the central 

nucleus of the amygdala. Pain 163(3):e463‐e475 

46. Chieng  B,  Christie MJ  (2010)  Somatostatin  and  nociceptin  inhibit  neurons  in  the  central  nucleus  of 

amygdala that project to the periaqueductal grey. Neuropharmacology 59(6):425‐430 

47. Chudler EH, Dong WK (1995) The role of the basal ganglia in nociception and pain. Pain 60(1):3‐38 

48. Colucci‐D´Amato L, Speranza L, Volpicelli F (2020) Neurotrophic factor BDNF, Physiological functions and 

therapeutic potential in depression, neurodegeneration and brain cancer. Int J Mol Sci 21(20):7777 

49. Comitato A, Bardoni R (2021) Presynaptic inhibition of pain and touch in the spinal cord: From receptors to 

circuits. Int J Mol Sci 22(1):414 

50. Corder G, Castro DC, Bruchas MR, Scherrer G (2018) Endogenous and exogenous opioids in pain. Annu 

Rev Neurosci 41:453‐473 

51. Cortes‐Altamirano JL, Olmos‐Hernández A,    Jaime HB, Carrillo‐Mora P, Bandala C, Reyes‐Long S, Alfaro‐

Rodriguez A (2018) Review: 5‐HT
1
, 5‐HT

2
, 5‐HT

3
 and 5‐HT

7
 receptors and their role in the modulation of pain 

response in the central nervous system. Curr Neuropharmacol 16(2):210–221 

52. Costigan M, Scholz J, Woolf CJ (2009) Neuropathic pain: a maladaptive response of the nervous system to 

damage. Annu Rev Neurosci 32:1‐32 

53. Côté M‐P, Murray LM, Knikou M (2018) Spinal control of locomotion: Individual neurons, their circuits 

and functions. Front Physiol 9:784 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  98  of  113 

 

54. Cui L, Liang L, Abdus‐Saboor I, Olson W, Fleming MS, Ma M, Tao Y‐X, Luo W (2016) Identification of early 

RET+ deep dorsal spinal cord interneurons in gating pain. Neuron 91(5):1137‐1153  

55. Cullinan WE  (2009)  Stress  response.  In:  Binder MD, Hirokawa N, Windhorst U  (eds)  Encyclopedia  of 

neuroscience. Springer‐Verlag, Berlin Heidelberg, pp 3861‐3865 

56. Curatolo M (2023) Is central sensitization relevant in acute low back pain? Eur J Pain 27(4):457‐458 

57. Dai D, Li W, Chen A, Gao X‐F, Xiong L (2022) Lateral habenula and its potential roles in pain and related 

behaviors. ACS Chem Neurosci 13(8):1108‐1118 

58. Davey  RA, Grossmann M  (2016) Androgen  receptor  structure,  function  and  biology:  From  bench  to 

bedside. Clin Biochem Rev 37(1):3–15 

59. De Felice M, Ossipov MH (2016) Cortical and subcortical modulation of pain. Pain Manag 6:111‐120 

60. Delaney AJ, Crane JW (2016) Presynaptic GABAB receptors reduce transmission at parabrachial synapses 

in the lateral central amygdala by inhibiting N‐type calcium channels. Sci Rep 6:19255 

61. Delaney AJ, Crane  JW,  Sah P  (2007) Noradrenaline modulates  transmission  at  a  central  synapse  by  a 

presynaptic mechanism. Neuron 56(5):880‐982 

62. DeLong MR, Wichmann T (2007) Circuits and circuit disorders of the basal ganglia. Arch Neurol 64:20‐24 

63. Dembo T, Braz JM, Hamel KA, Kuhn JA, Basbaum AI (2018) Primary afferent‐derived BDNF contributes 

minimally to the processing of pain and itch. eNeuro 5(6):ENEURO.0402‐18.2018 

64. de  Novellis  V,  Mariani  L,  Palazzo  E,  Vita  D,  Marabese  I,  Scafuro  M,  Rossi  F,  Maione  S  (2005)   

Periaqueductal grey CB1 cannabinoid and metabotropic glutamate subtype 5 receptors modulate changes 

in  rostral  ventromedial  medulla  neuronal  activities  induced  by  subcutaneous  formalin  in  the  rat. 

Neuroscience 134(1):269‐281 

65. Devesa  I,  Ferrer‐Montiel  A  (2014)  Neurotrophins,  endocannabinoids  and  thermo‐transient  receptor 

potential: a threesome in pain signalling. Eur J Neurosci 39:353‐362 

66. Diaz Brinton R, Thompson RF, Foy MR, Baudry M, Wang  J, Finch CE, Morgan TE, Pike CJ, Mack WJ, 

Stanczyk Z, Nilsen  J  (2008) Progesterone  receptors:  form and  function  in brain. Front Neuroendocrinol 

29(2):313‐339 

67. Dibaj  P,  Safavi‐Abbasi  E,  Asadollahi  E  (2024)  In  vivo  spectrally  unmixed  multi‐photon  imaging  of 

longitudinal axon‐glia changes in injured spinal white matter. Neurosci Lett 841:137959 

68. Dibaj P, Windhorst U  (2024a) Motor‐control notions  in health and disease  (what controls motor control). 

Preprints, https://doi.org/10.20944/preprints202403.1799.v1 

69. Dibaj  P,  Windhorst  U  (2024b)  Muscle  fatigue  in  health  and  disease.  Preprints, 

https://doi.org/10.20944/preprints202409.1515.v1   

70. Dibaj  P,  Brockmann  K,  Gärtner  J  (2020) Dopamine‐mediated  yawning‐fatigue  syndrome  with  specific  recurrent 

initiation and responsiveness to opioids. JAMA Neurol 77(2):254 

71. Dibaj P, Seeger D, Gärtner J, Petzke F (2021) Follow‐up of a case of dopamine‐mediated yawning‐fatigue‐syndrome 

responsive to opioids, successful desensitization via graded activity treatment. Neurol Int 13(1):79‐84 

72. Ding S, Zhou F‐M (2014) Serotonin regulation of subthalamic neurons. Rev Neurosci 25(4):605‐619     

73. Doan L, Manders T, Wang J (2015) Neuroplasticity underlying the comorbidity of pain and depression. Neural 

Plast 2015:504691 

74. Dobner PR (2006) Neurotensin and pain modulation. Peptides 27(10):2405‐2414 

75. Donadon MF, Martin‐Santos R, de Lima Osório F (2018) The associations between oxytocin and trauma in 

humans: a systematic review. Front Pharmacol 9:154 

76. Du X, Hao H, Yang Y, Huang S, Wang C, Gigout S, Ramli R, Li X,  Jaworska E, Edwards I, Deuchars  J, 

Yanagawa Y, Qi J, Guan B, Jaffe DB, Zhang H, Gamper N (2017) Local GABAergic signaling within sensory 

ganglia controls peripheral nociceptive transmission. J Clin Invest 127(5):1741‐1756 

77. Du Y, Zhao Y, Zhang A, Li Z, Wei C, Zheng Q, Qiao Y, Liu Y, Ren W, Han J, Sun Z, Hu W, Liu Z (2024) The 

role of the mu opioid receptors of the medial prefrontal cortex in the modulation of analgesia induced by 

acute restraint stress in male mice. Int J Mol Sci 25(18):9774 

78. Duan B, Cheng L, Bourane S, Britz O, Padilla C, Garcia‐Campmany L, Krashes M, Knowlton W, Velasquez 

T, Ren X, Ross S, Lowell BB, Wang Y, Goulding M, Ma Q (2014) Identification of spinal circuits transmitting 

and gating mechanical pain. Cell 159(6):1417‐1432 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  99  of  113 

 

79. Dubin AE, Patapoutian A (2010) Nociceptors: the sensors of the pain pathway. J Clin Invest 120:3760‐3772 

80. Dussán‐Sarria JA,  Jardim da Silva NR, Deitos A, Stefani LC, Laste G, de Souza A, Torres ILS, Fregni F, 

Caumo W (2018) Higher cortical facilitation and serum BDNF are associated with increased sensitivity to 

heat pain and reduced endogenous pain inhibition in healthy males. Pain Med 19(8):1578‐1586 

81. Edin BB, Abbs JH (1991) Finger movement responses of cutaneous mechanoreceptors in the dorsal skin of 

the human hand. J Neurophysiol 65(3):657‐670 

82. Edvinsson  L  (2001)  Calcitonin  gene‐related  peptide  (CGRP)  and  the  pathophysiology  of  headache: 

therapeutic implications. CNS Drugs 15(10):745‐753 

83. Ekman EF, Koman LA  (2005) Acute pain  following musculoskeletal  injuries and orthopaedic  surgery: 

machanisms and management. Instr Course Lect 54:21‐33 

84. Elde R, Hökfelt T (1979) Localization of hypophysiotropic peptides and other biologically active peptides 

within the brain. Annu Rev Physiol 41:587‐602.     

85. Esmaeili M‐H, Reise Z, Ezzatpanah S, Haghparast A (2017) Role of orexin‐2 and CB1 receptors within the 

periaqueductal  gray matter  in  lateral  hypothalamic‐induced  antinociception  in  rats.  Behav  Pharmacol 

28(1):83‐89 

86. Fabian CB, Seney ML, Joffe ME (2023) Sex differences and hormonal regulation of metabotropic glutamate 

receptor synaptic plasticity. Int Rev Neurobiol 168:311‐347 

87. Feng Y‐P, Wang J, Dong Y‐L, Wang Y‐Y, Li Y‐Q (2015) The roles of neurotensin and its analogues in pain. 

Curr Pharm Des 21(7):840‐848 

88. Ferdousi M, Finn DP (2018) Stress‐induced modulation of pain: Role of the endogenous opioid system. Prog 

Brain Res 239:121‐177 

89. Fernández‐Ruiz J, Lastres‐Becker I, Cabranes A, González S, Ramos JA (2002) Endocannabinoids and basal 

ganglia functionality. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids    66(2‐3):257‐267 

90. Ferrari  LF,  Pei  J,  Zickella M,  Rey  C,  Zickella  J,  Ramirez  A,  Taylor  NE  (2021)  D2  Receptors  in  the 

periaqueductal gray/dorsal raphe modulate peripheral inflammatory hyperalgesia via the rostral ventral 

medulla. Neuroscience 463:159‐173 

91. Ferré  S,  Sarasola  LI,  Quiroz  C,  Ciruela  F  (2023)  Presynaptic  adenosine  receptor  heteromers  as  key 

modulators of glutamatergic and dopaminergic neurotransmission in the striatum. Neuropharmacology 

223:109329 

92. Finn  DP,  Haroutounian  S,  Hohmann  AG,  Krane  E,  Soliman  N,  Rice  AS  (2021)  Cannabinoids,  the 

endocannabinoid system, and pain: a review of preclinical studies. Pain 162(Suppl 1):S5‐S25 

93. Finnerup NB, Kuner R,  Jensen TS  (2021) Neuropathic pain:  from mechanisms  to  treatment. Physiol Rev 

101(1):259‐301 

94. Fischer L, Clemente  JT, Tambeli CH  (2007) The  protective  role  of  testosterone  in  the development  of 

temporomandibular joint pain. J Pain 8(5):437‐442 

95. Follansbee T, Domocos D, Nguyen E, Nguyen A, Bountouvas A, Velasquez L, Carstens MI, Takanami K, 

Ross SE, Carstens E (2022)    Inhibition of itch by neurokinin 1 receptor (Tacr1) ‐expressing ON cells in the 

rostral ventromedial medulla in mice. Elife 11:e69626 

96. Fonseca‐Rodrigues D, Almeida A, Pinto‐Ribeiro F (2022) A new gal in town: A systematic review of the 

role of galanin and its receptors in experimental pain. Cells 11(5):839, 

97. Franҫois A, Low SA, Sypek EI, Christensen AJ, Sotoudeh C, Beier KT, Ramakrishnan C, Ritola KD, Sharif‐

Naeini R, Deisseroth K, Delp SL, Malenka RC, Luo L, Hantman AW, Scherrer G (2017) Brainstem‐spinal 

cord inhibitory circuit for mechanical pain modulation by GABA and enkephalins. Neuron 93(4):822‐839.e6 

98. Fürst S (1999) Transmitters involved in antinociception in the spinal cord. Brain Res Bull 48(2):129‐141 

99. Fong  H,  Zheng  J,  Kurrasch  D  (2023)  The  structural  and  functional  complexity  of  the  integrative 

hypothalamus. Science 382(6669):388‐394 

100. Fundytus ME (2001) Glutamate receptors and nociception: implications for the drug treatment of pain. CNS 

Drugs 15(1):29‐58 

101. Gamal‐Eltrabily  M,  Manzano‐García  A  (2018)  Role  of  central  oxytocin  and  dopamine  systems  in 

nociception and their possible interactions: suggested hypotheses. Rev Neurosci 29(4):377‐386 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  100  of  113 

 

102. Gamal‐Eltrabily M, Márquez‐Morales C, Martínez‐Lorenzana G, González‐Hernández A, Condés‐Lara M 

(2021) Cortical modulation of nociception. Neuroscience 15:458:256‐270 

103. Gamboa‐Esteves FO, McWilliam PN, Batten TF (2004) Substance P (NK1) and somatostatin (sst2A) receptor 

immunoreactivity  in NTS‐projecting rat dorsal horn neurones activated by nociceptive afferent  input.  J 

Chem Neuroanat 27(4):251‐266 

104. Garcia‐Recio S, Gascón P (2015) Biological and pharmacological aspects of the NK1‐receptor. Biomed Res 

Int 2015:495704 

105. Gear RW, Levine JD (2011) Nucleus accumbens facilitates nociception. Exp Neurol 229(2):502‐506 

106. Gilron I, Dickenson AH (2014) Emerging drugs fpr neuropathic pain. Expert Opin Emerg Drugs 19(3):329‐

341 

107. Goadsby PJ, Holland PR, Martins‐Oliveira M, Hoffmann J, Schankin C, Akerman S (2017) Pathophysiology 

of migraine: a disorder of sensory processing. Physiol Rev 97(2):553‐622 

108. Godínez‐Chaparro B, Martínez‐Lorenzana G, Rodríguez‐Jiménez R, Manzano‐García A, Rojas‐Piloni G, 

Condés‐Lara M, González‐Hernández A (2016) The potential role of serotonergic mechanisms in the spinal 

oxytocin‐induced antinociception. Neuropeptides 60:51‐60 

109. Gomtsian L, Bannister K, Eyde N, Robles D, Dickenson AH, Porreca K, Navratilova E  (2018) Morphine 

effects within  the  rodent  anterior  cingulate  cortex  and  rostral  ventromedial medulla  reveal  separable 

modulation of affective and sensory qualities of acute or chronic pain. Pain 159(12):2512‐2521 

110. Gonkowski S, Rytel L (2019) Somatostatin as an active substance in the mammalian enteric nervous system. 

Int J Mol Sci 20(18):4461 

111. González‐Hernández  A,  Manzano‐García  A,  Martínez‐Lorenzana  G,  Tello‐García  IA,  Carranza  M, 

Arámburo C, Condés‐Lara M (2017) Peripheral oxytocin receptors inhibit the nociceptive input signal to 

spinal dorsal horn wide‐dynamic‐range neurons. Pain 58(11):2117‐2128 

112. Goodin BR, Ness TJ, Robbins MT (2015) Oxytocin ‐ a multifunctional analgesic for chronic deep tissue pain. 

Curr Pharm Des 21(7):906‐913 

113. Gu  M,  Wessendorf  M  (2007)  Endomorphin‐2‐immunoreactive  fibers  selectively  appose  serotonergic 

neuronal somata in the rostral ventral medial medulla. J Comp Neurol 502(5):701‐713 

114. Greenwell TN, Martin‐Schild  S,  Inglis  FM, Zadina  JE  (2007) Colocalization  and  shared distribution  of 

endomorphins with substance P, calcitonin gene‐related peptide, gamma‐aminobutyric acid, and the mu 

opioid receptor. J Comp Neurol 503(2):319‐333 

115. Gregory NS, Gautam M, Benson CJ,  Sluka KA  (2018) Acid  sensing  ion  channel  1a  (ASIC1a) mediates 

sctivity‐induced pain by modulation of heteromeric ASIC channel kinetics. Neurosci 386:166‐174 

116. Groenewegen HJ (2003) The basal ganglia and motor control. Neural Plast 10:107‐120 

117. Guindon J, Hohmann AG (2009) The endocannabinoid system and pain. CNS Neurol Disord Drug Targets 

8:403‐421 

118. Guo D, Hu J (2014) Spinal presynaptic inhibition in pain control. Neuroscience 283:95‐106 

119. Gupta  K, Harvima  IT  (2018) Mast  cell‐neural  interactions  contribute  to  pain  and  itch.  Immunol  Rev 

282(1):168‐187 

120. Haber SN (2016) Corticostriatal circuitry. Dialogues Clin Neurosci 18(1):7‐21 

121. Haber SN, Fudge JL (1997) The primate substantia nigra and VTA: Integrative circuitry and function. Crit Rev 

Neurobiol 11(4):323‐342 

122. Hagelberg N, Jääkeläinen SK, Martikainen IK, Mansikka H, Forssell H, Scheinin H, Hietala J, Pertovaara A 

(2004) Striatal dopamine D2 receptors in modulation of pain in humans: a review. Eur J Pharmacol 500(1‐

3):187‐192 

123. Haleem  DJ  (2019)  Targeting  serotonin1A  receptors  for  treating  chronic  pain  and  depression.  Curr 

Neuropharmacol 17(12):1098‐1108 

124. Hambrecht‐Wiedbusch VS, Mitchell MF, Firn KA, Baghdoyan HA, Lydic R  (2014) Benzodiazepine  site 

agonists differentially alter acetylcholine release in rat amygdala. Anesth Analg 118(6):1293‐300 

125. Hamon M, Blier P (2013) Monoamine neurocircuitry in depression and strategies for new treatments. Prog 

Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 45:54‐63 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  101  of  113 

 

126. Han D‐J, He  Z‐G,  Yang H  (2018) Melanocortin‐4  receptor  in  subthalamic  nucleus  is  involved  in  the 

modulation of nociception. Am J Clin Exp Immunol 7(4):76‐80 

127. Harris HN, Peng YB (2020) Evidence and explanation for the involvement of the nucleus accumbens in pain 

processing. Neural Regen Res 15:597‐605 

128. Hashemi M, Karami M, Zarrindast M  (2022) The  regulatory  role  of  nitric  oxide  in morphine‐induced 

analgesia in the descending path of pain from the dorsal hippocampus to the dorsolateral periaqueductal 

gray. Eur J Pain    26(4):888‐901 

129. Haws CM, Heinricher MM, Fields HL (1990) Alpha‐adrenergic receptor agonists, but not antagonists, alter 

the tail‐flick latency when microinjected into the rostral ventromedial medulla of the lightly anesthetized 

rat. Brain Res 533(2):192‐195 

130. Hay DL, Garelja ML, Poyner DR, Walker CS (2018) Update on the pharmacology of calcitonin/CGRP family 

of peptides: IUPHAR Review 25. Br J Pharmacol 175(1): 3–17 

131. Hebb ALO, Poulin J‐F, Roach SP, Zacharko RM, Drolet G (2005) Cholecystokinin and endogenous opioid 

peptides: interactive influence on pain, cognition, and emotion. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 

29(8):1225‐1238 

132. Heinricher MM, Morgan MM, Fields HL  (1992) Direct and  indirect actions of morphine on medullary 

neurons that modulate nociception. Neuroscience 48(3):533‐543     

133. Heinricher MM,  Tavares  I,  Leith  JL,  Lumb  BM  (2009) Descending  control  of  nociception:  Specificity, 

recruitment and plasticity. Brain Res Rev 60:214‐225 

134. Helmreich DL, Parfitt DB, Lu X‐Y, Akil H, Watson SJ (2005) Relation between the hypothalamic‐pituitary‐

thyroid  (HPT)  axis  and  the  hypothalamic‐pituitary‐adrenal  (HPA)  axis  during  repeated  stress. 

Neuroendocrinology 81(3):183‐192 

135. Herrero M‐T, Barcia C, Navarro JM (2002) Functional anatomy of thalamus and basal ganglia. Childs Nerv 

Syst 18(8):386‐404 

136. Heuermann RJ, Gereau RW (2025) Inhibitory effects of dopamine agonists on pain‐responsive neurons in 

the central nucleus of the amygdala. bioRxiv [Preprint] 2025.03.10.642168.     

137. Hillard CJ (2014) Stress regulates endocannabinoid‐CB1 receptor signaling. Semin Immunol 26(5):380‐388 

138. Hillard CJ (2015) Endocannabinoids and the endocrine system in health and disease. Handb Exp Pharmacol 

231:317‐339 

139. Hillard CJ,  Beatka M,  Sarvaideo  J  (2016)  Endocannabinoid  signaling  and  the  hypothalamic‐pituitary‐

adrenal axis. Compr Physiol 7(1):1‐15 

140. Hochman S, Shreckengost J, Kimura H, Quevedo J (2010) Presynaptic inhibition of primary afferents by 

depolarization: observations supporting nontraditional mechanisms. Ann NY Acad Sci 1198:140‐152 

141. Hökfelt T, Barde S, Xu Z‐QD, Kuteeva E, Rüegg J, Le Maitre E, Risling M, Kehr J, Ihnatko R, Theodorsson 

E, Palkovits M, Deakin W, Bagdy G, Juhasz G, Prud´homme HJ, Mechawar N, Diaz‐Heijtz R, Ögren SO 

(2018) Neuropeptide  and  small  transmitter  coexistence:  Fundamental  studies  and  relevance  to mental 

illness. Front Neural Circuits 12:106 

142. Holden JE, Pizzi JA, Jeong Y (2009) An NK1 receptor antagonist microinjected into the periaqueductal gray 

blocks lateral hypothalamic‐induced antinociception in rats. Neurosci Lett 453(2):115‐119 

143. Holsboer F, Ising M (2010) Stress hormone regulation: biological role and translation into therapy. Annu 

Rev Psychol 61:81‐109, C1‐11 

144. Hossaini M, Duraku LS, Saraç Ç,  Jongen  JLM, Holstege  JC  (2010) Differential distribution of activated 

spinal neurons containing glycine and/or GABA and expressing c‐fos in acute and chronic pain models. 

Pain 151(2):356‐365 

145. Hough LB, Rice FL (2011) H3 receptors and pain modulation: peripheral, spinal, and brain interactions. J 

Pharmacol Exp Ther 336(1):30‐37 

146. Hu R, Li Y‐J, Li X‐H (2016) An overview of non‐neural sources of calcitonin gene‐related peptide. Curr Med 

Chem 23(8):763‐773 

147. Huang J, Polgar E, Solinsky HJ, Mishra SK, Tseng P‐Y, Iwagaki N, Boyle KA, Dickie AC, Kriegbaum MC, 

Wildner H, Zeilhofer HU, Watanabe M, Riddell JS, Todd AJ, Hoon MA (2018) Circuit dissection of the role 

of somatostatin in itch and pain. Nat Neurosci 21(5):707‐716     

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  102  of  113 

 

148. Huang J, Xu F, Yang L, Tuolihong L, Wang X, Du Z, Zhang Y, Yin X, Li Y, Lu K, Wang W (2023) Involvement 

of the GABAergic system in PTSD and its therapeutic significance. Front Mol Neurosci 16:1052288. 

149. Huang  S,  Borgland  SL, Zamponi GW  (2019) Dopaminergic modulation  of  pain  signals  in  the medial 

prefrontal cortex: Challenges and perspectives. Neurosci Lett 702:71‐76 

150. Huang W‐J, Chen W‐W, Zhang X (2016) Endocannabinoid system: Role in depression, reward and pain 

control (Review). Mol Med Rep 14(4):2899‐2903 

151. Humes C, Sic A, Knezevic NN (2024) Substance P´s impact on chronic pain and psychiatric conditions – A 

narrative review. Int J Mol Sci 25(11):5905 

152. Humphries MD, Prescott TJ (2010) The ventral basal ganglia, a selection mechanism at the crossroads of space, 

strategy, and reward. Prog Neurobiol 90:385‐417 

153. Jean A (1991) The nucleus tractus solitarius: neuroanatomic, neurochemical and functional aspects. Arch 

Int Physiol Biochim Biophys 99(5):A3‐52 (in French) 

154. Ji Y, Onwukwe C, Smith J, Laub H, Posa L, Keller A, Masri R, Cramer N (2023) Noradrenergic input from 

nucleus of the solitary tract regulates parabrachial activity in mice. eNeuro 10(5):ENEURO.0412‐22.2023 

155. Jia T, Wang Y‐D, Chen  J, Zhang X, Cao  J‐L, Xiao C, Zhou C  (2022) A  nigro‐subthalamo‐parabrachial 

pathway modulates pain‐like behaviors. Nat Commun 13(1):7756     

156. Jones SL (1991) Descending noradrenergic influences on pain. Prog Brain Res 88:381‐394 

a. Joseph‐Bravo P,  Jaimes‐Hoy L, Charli  J‐L  (2015) Regulation of TRH neurons  and  energy homeostasis‐

related signals under stress. J Endocrinol 224(3):R139‐159 

157. Joyce MKP, Uchendu S, Arnsten AFT (2025) Stress and inflammation target dorsolateral prefrontal cortex 

function: Neural mechanisms underlying weakened cognitive control. Biol Psychiatry 97(4):359‐371 

158. Juif P‐E, Poisbeau P (2013) Neurohormonal effects of oxytocin and vasopressin receptor agonists on spinal 

pain processing in male rats. Pain 154(8):1449‐1456 

159. Julia V, Buéno L (1997) Tachykininergic mediation of viscerosensitive responses to acute inflammation in 

rats: role of CGRP. Am J Physiol 272(1 Pt 1):G141‐146 

160. Jung SJ, Jo S‐H, Lee S, Oh E, Kim M‐S, Nam WD, Oh SB (2008) Effects of somatostatin on the responses of 

rostrally projecting  spinal dorsal horn neurons  to noxious  stimuli  in  cats. Korean  J Physiol Pharmacol 

12(5):253‐258 

161. Jurek B, Neumann ID (2018) The oxytocin receptor: From intracellular signaling to behavior. Physiol Rev 

98(3):1805‐1908 

162. Kalezic,  I., Bugaychenko, L.A., Kostyukov, A.I., Pilyavskii, A.I., Ljubisavljevic, M., Windhorst, U.,  and 

Johansson, H. (2004) Fatigue‐related depression of the feline monosynaptic gastrocnemius‐soleus reflex. J. 

Physiol. (Lond) 556:283‐296 

163. Kaneko T, Oura A, Imai Y, Kusumoto‐Yoshida I, Kanekura T, Okuno H, Kuwaki T, Kashiwadani H (2024) 

Orexin  neurons  play  contrasting  roles  in  itch  and  pain  neural  processing  via  projecting  to  the 

periaqueductal gray. Commun Biol 7(1):290 

a. Kang X, Tang H, Liu Y, Yuan Y, Wang M (2021) Research progress on the mechanism of orexin in pain 

regulation in different brain regions. Open Life Sci 16(1):46–52 

b. Kaur  G,  Singh  N,  Jaggi  AS  (2017) Mast  cells  in  neuropathic  pain:  an  increasing  spectrum  of  their 

involvement in pathophysiology. Rev Neurosci 28(7):759‐766 

164. Kautz M, Charney DS, Murrough JW (2017) Neuropeptide Y, resilience, and PTSD therapeutics. Neurosci Lett 

649:164‐169 

a. Kelly EA, Fudge JL (2018) The neuroanatomic complexity of the CRF and DA systems and their interface: 

What we still donʹt know. Neurosci Biobehav Rev 90:247‐259 

165. Kim K, Mishina M, Kokubo R, Nakajima T, Moromoto D, Isu T, Kobayashi S, Teramoto A (2013) Ketamine 

for acute neuropathic pain in patients with spinal cord injury. J Clin Neurosci 20(6):804‐807 

a. Klein MO, Battagello DS, Cardoso AR, Hauser DN, Bittencourt JC, Correa RG (2018) Dopamine: functions, 

signaling, and association with neurological diseases. Cell Mol Neurobiol 39(1):31–59 

166. Knox D (2016) The role of basal forebrain cholinergic neurons in fear and extinction memory. Neurobiol Learn 

Mem 133:39‐52 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  103  of  113 

 

167. Komatsu T, Sasaki M, Sanai K, Kuwahata H, Sakurada C, Tsuzuki M, Iwata Y, Sakurada S, Sakurada T 

(2009)  Intrathecal  substance  P  augments morphine‐induced  antinociception:  possible  relevance  in  the 

production of substance P N‐terminal fragments. Peptides 30(9):1689‐1696 

168. Kondo T, Oshima T, Obata K, Sakurai J, Knowles CH, Matsumoto T, Noguchi K, Miwa H (2010) Role of 

transient receptor potential A1 in gastric nociception. Digestion 82(3):150‐155 

169. Kormos V, Gaszner B (2013) Role of neuropeptides in anxiety, stress, and depression: from animals to humans. 

Neuropeptides 47(6):401‐419 

170. Kumamoto E (2019) Cellular mechanisms for antinociception produced by oxytocin and orexins in the rat 

spinal  lamina  II  ‐  comparison  with  those  of  other  endogenous  pain  modulators.  Pharmaceuticals 

(Basel)12(3):136 

171. Kummer KK, Mitrić M, Kalpachidou T, Kress M  (2020) The medial prefrontal cortex as a central hub  for 

mental comorbidities associated with chronic pain. Int J Mol Sci 21(10):3440 

172. Kuner R, Kuner T (2021) Cellular circuits in the brain and their modulation in acute and chronic pain. Physiol 

Rev 101(1):213‐258 

173. Kvetnansky R, Sabban EL, Palkovits M (2009) Catecholaminergic systems in stress: structural and molecular 

genetic approaches. Physiol Rev 89:535‐606 

174. Laing I, Todd AJ, Heizmann CW, Schmidt HH (1994) Subpopulations of GABAergic neurons in laminae I‐III 

of rat spinal dorsal horn defined by coexistence with classical transmitters, peptides, nitric oxide synthase or 

parvalbumin. Neuroscience 61(1):123‐132     

175. Lamotte G,  Shouman K, Benarroch  EE  (2021)  Stress  and  central  autonomic  network. Auton Neurosci 

235:102870 

176. Laste G,  Ripoll  Rozinsky  J, Caumo W,  da  Silva  Torres  IL  (2015)  Short‐  but  not  long‐term melatonin 

administration reduces central levels of brain‐derived neurotrophic factor in rats with inflammatory pain. 

Neuroimmunomodulation 22(6):358‐364 

177. Latremoliere A, Woolf CJ (2009) Central sensitization: a generator of pain hypersensitivity by central neural 

plasticity. J Pain 10(9):895‐926 

178. LaVigne JE, Alles SRA (2022) CCK2 receptors in chronic pain. Neurobiol Pain 11:100092 

179. Lee C‐H, Chen C‐C (2023) Role of proprioceptors in chronic musculoskeletal pain. Exp Physiol 109(1):45–

54 

180. Lee C‐H, Lin J‐H, Lin S‐H, Chang C‐T, Wu Y‐W, Bewick G, Banks RW, Gründer S, Hochgeschwender U, 

Chen C‐C (2025) A role for proprioceptors in sngception. Sci Adv 11(5):eabc5219 

181. Le Merrier  J, Becker JAJ, Befort K, Kiefer BL (2009) Reward processing by  the opioid system  in the brain. 

Physiol Rev 89:1379‐1412 

182. Levine JD, Fields HL, Basbaum AI (1993) Peptides and the primary afferent nociceptor. J Neurocsci 13(6) 2273‐

2286 

183. Lewin GR, Lu Y, Park TJ (2004) A plethora of painful molecules. Curr Opin Neurobiol 14:443‐449 

184. Lewin GR, Nykjaer A (2014) Pro‐neutrophins, sortilin, and nociception. Eur J Neurosci 39(3):363‐374   

185. Li C, Sugam JA, Lowery‐Gionta EG, McElligott Z‐A, McCall NM, Lopez AJ, McKlveen JM, Pleil KE, Kash 

TL (2016) Mu opioid receptor modulation of dopamine neurons in the periaqueductal gray/dorsal raphe: 

A role in regulation of pain. Neuropsychopharmacology 41(8):2122‐2132 

186. Li G,  Shao  C,  Chen Q, Wang Q,  Yang K  (2017a) Accumulated GABA  activates  presynaptic GABAB 

receptors and inhibits both excitatory and inhibitory synaptic transmission in rat midbrain periaqueductal 

gray. Neuroreport 28(6):313‐318 

187. Li S‐Y, Huo M‐L, Wu X‐Y, Huang Y‐Q, Wang L, Zhang X, Jiang Y‐M, Zhang M‐L,Wang L‐L, Yu L‐C (2017b) 

Involvement  of  galanin  and  galanin  receptor  1  in  nociceptive modulation  in  the  central  nucleus  of 

amygdala in normal and neuropathic rats. Sci Rep 7(1):153173 

188. Li Y, Li J‐J, Yu L‐C (2002) Anti‐nociceptive effect of neuropeptide Y in the nucleus accumbens of rats: an 

involvement of opioid receptors in the effect. Brain Res 940(1‐2):69‐78 

189. Liu  J,  Ren  Y,  Li G,  Liu  Z‐L,  Liu  R,  Tong  Y,  Zhang  L,  Yang  K  (2013) GABAB  receptors  resist  acute 

desensitization  in  both  postsynaptic  and  presynaptic  compartments  of  periaqueductal  gray  neurons. 

Neurosci Lett 543:146‐151 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  104  of  113 

 

190. Liu JA, Yu J, Cheung CW (2021) Immune actions on the peripheral nervous system in pain. Int J Mol Sci 

22(3):1448 

191. Liu Y, Li A, Bair‐Marshall C, Xu H, Jee HJ, Zhu E, Sun M, Zhang Q, Lefevre A, Chen ZS, Grinevich V, 

Froemke RC, Wang J (2023) Oxytocin promotes prefrontal population activity via the PVN‐PFC pathway 

to regulate pain. Neuron 111(11):1795‐1811.e7 

192. Lopes EF, West AM, Locke JL, Holleran K, Adrian LA, Dawes MH, Curry AM, McKelvey HA, Martin T, 

Jones SR (2025) Morphine‐induced antinociception is potentiated and dopamine elevations are inhibited 

by the biased kappa opioid receptor agonist triazole 1.1. ACS Chem Neurosci 16(7):1377‐1387 

193. Lopes PSS, Pinheiro Campos AC, Talamoni Fonoff E, Giorgetti Britto LR, Lima Pagano R  (2019) Motor 

cortex and pain control: exploring the descending relay analgesic pathways and spinal nociceptive neurons 

in healthy conscious rats. Behav Brain Funct 15(1):5 

194. Louis‐Gray K, Tupal S, Premkuma LS (2022) TRPV1: A common denominator mediating antinociceptive and 

antiemetic effects of cannabinoids. Int J Mol Sci    23(17):10016 

195. Lu Y, Doroshenko M, Lauzakis J, Kanjiya MP, Rebecchi MJ, Kaczocha M, Puopolo M (2018) Presynaptic 

inhibition  of  primary  nociceptive  signals  to  dorsal  horn  lamina  I  neurons  by  dopamine.  J Neurosci 

38(41):8809‐8821 

196. Luo J, Feng J, Liu S, Walters ET, Hu H (2015) Molecular and cellular mechanisms that initiate pain and itch. 

Cell Mo Life Sci 72(17):3201‐223 

197. Lyubashina OA, Sivachenko IB, Sushkevich BM, Busygina II (2023) Opposing effects of 5‐HT1A receptor 

agonist buspirone on supraspinal abdominal pain transmission in normal and visceral hypersensitive rats. 

J Neurosci Res 101(10):1555‐1571 

198. Maletic V, Raison CL (2009). Neurobiology of depression,  fibromyalgia and neuropathic pain. Front Biosci 

(Landmark Ed) 14(14):5291‐338 

199. Mantyh PW, Koltzenburg M, Mendell LM, Tive L, Shelton DL (2011) Antagonism of nerve growth factor‐

TrkA signaling and the relief of pain. Anesthesiology 115(1):189–204 

200. Manzano‐García A, González‐Hernández A, Tello‐García A, Martínez‐Lorenzana G, Condés‐Lara M (2018) 

The  role  of  peripheral  vasopressin  1A  and  oxytocin  receptors  on  the  subcutaneous  vasopressin 

antinociceptive effects. Eur J Pain 22(3):511‐526 

201. Marques‐Lopes  J, Pinho D, Albino‐Texeira A, Tavares  I  (2010) The hyperalgesic effects  induced by  the 

injection  of  angiotensin  II  into  the  caudal  ventrolateral  medulla  are  mediated  by  the  pontine  A5 

noradrenergic cell group. Brain Res 1325:41‐52 

202. Marques‐Lopes J, Martins I, Pinho D, Morato M, Wilson SP, Albino‐Texeira A, Tavares I (2012) Decrease in 

the expression of N‐methyl‐D‐aspartate receptors in the nucleus tractus solitarii induces antinociception 

and increases blood pressure. J Neurosci Res 90(2):356‐366 

203. Martínez‐Lorenzana G, Palma‐Tirado L, Cifuentes‐Diaz C, González‐Hernández A, Condés‐Lara M (2021) 

Ultrastructural  evidence  for  oxytocin  and  oxytocin  receptor  at  the  spinal  dorsal  horn: Mechanism  of 

nociception modulation. Neuroscience 475:117‐126 

204. Martins I, Costa‐Araújo S, Fadel J, Wilson SP, Lima D, Tavares I (2010) Reversal of neuropathic pain by 

HSV‐1‐mediated decrease of noradrenaline in a pain facilitatory area of the brain. Pain 151(1):137‐145 

205. Martins  I,  de  Vries  MG,  Teixeira‐Pinto  A,  Fadel  J,  Wilson  SP,  Westerink  BHC,  Tavares  I  (2013) 

Noradrenaline increases pain facilitation from the brain during inflammatory pain. Neuropharmacology 

71:299‐307 

206. Martins I, Tavares I (2017) Reticular formation and pain: The past and the future. Front Neuroanat 2017 Jul 

5:11:51 

207. Mavani GP, DeVita MV, Michelis MF (2015) A review of the nonpressor and nonantidiuretic actions of the 

hormone vasopressin. Front Med (Lausanne) 2:19 

208. Mazzitelli M, Palazzo E, Maione S, Neugebauer V (2018) Group II metabotropic glutamate receptors: Role 

in pain mechanisms and pain modulation. Front Mol Neurosci 11:383 

209. McEwen BS, Kalia M (2010) The role of corticosteroids and stress in chronic pain conditions. Metabolism 

59 Suppl 1:S9‐15 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  105  of  113 

 

210. McNearney  TA, Westlund  KN  (2023)  Pluripotential  GluN1  (NMDA NR1):  Functional  significance  in 

cellular nuclei in pain/nociception. Int J Mol Sci 24(17):13196 

211. McPherson KB, Ingram SL (2022) Cellular and circuit diversity determines the impact of endogenous opioids 

in the descending pain modulatory pathway. Front Syst Neurosci    16:963812 

212. Merighi A (2018) The histology, physiology, neurochemistry and circuitry of the substantia gelatinosa Rolandi 

(lamina II) in mammalian spinal cord. Prog Neurobiol 169:91‐134 

213. Merighi A (2024) Brain‐derived neurotrophic factor, nociception, and pain. Biomolecules 14(5):539 

214. Merighi A, Salio C, Ghirri A, Lossi L, Ferrini F (2008) BDNF as a pain modulator. Prog Neurobiol 85:297‐317 

215. Meyer PJ, Morgan MM, Kozell LB, Ingram SL (2009) Contribution of dopamine receptors to periaqueductal 

gray‐mediated antinociception. Psychopharmacology (Berl) 204(3):531‐540 

216. Micale V, Drago F (2018) Endocannabinoid system, stress and HPA axis. Eur J Pharmacol 834:230‐239 

217. Micioni Di Bonaventura E, Botticelli L, Del Bello F, Giorgioni G, Piergentili A, Quaglia W, Romano A, Gaetani 

S, Micioni Di Bonaventura MV, Cifani C (2022)    Investigating the role of the central melanocortin system in 

stress and stress‐related disorders. Pharmacol Res 185:106521 

218. Milligan AL, Szabo‐Pardi TA, Burton MD (2019) Cannabinoid receptor type 1 and its role as an analgesic: 

An opioid alternative? J Dual Diagn16(1):106–119 

219. Millón C, Flores‐Burgess A, Narváez M, Borroto‐Escuela DO, Gago B, Santin L, Castilla‐Ortega E, Narváez 

JA,  Fuxe  K,  Díaz‐Cabiale  Z  (2017)  The  neuropeptides  Galanin  and  Galanin(1‐15)  in  depression‐like 

behaviours. Neuropeptides 2017 Aug;64:39‐45 

220. Mills  EP,  Keay  KA,  Henderson  LA  (2021)  Brainstem  pain‐modulation  circuitry  and  its  plasticity  in 

neuropathic pain: Insights from human brain imaging investigations. Front Pain Res (Lausanne) 2:705345 

221. Mitsi V, Zachariou V  (2016) Modulation of pain, nociception,  and  analgesia by  the brain  reward  center. 

Neuroscience 338:81‐92 

222. Mizumura K, Murase S (2015) Role of nerve growth factor in pain. Handb Exp Pharmacol 227:57‐77 

223. Moalem G, Tracey DJ  (2006)  Immune and  inflammatory mechanisms  in neuropathic pain. Brain Res Rev 

51(2):240‐264 

224. Mogil JS, Wilson SG, Chesler EJ, Rankin AL, Nemmani KVS, Lariviere WR, Groce MK, Wallace MR, Kaplan 

L, Staud R, Ness TJ, Glover TL, Stankova M, Mayorov A, Hruby VJ, Grisel  JE, Fillingim RB  (2003) The 

melanocortin‐1 receptor gene mediates female‐specific mechanisms of analgesia in mice and humans. Proc 

Natl Acad Sci USA 100(8):4867‐4872 

225. Morales M, Margolis EB (2017) Ventral tegmental area: cellular heterogeneity, connectivity and behaviour. 

Nat Rev Neurosci 18(2):73‐85 

226. Morena  M,  Patel  S,  Bains  JS,  Hill  MN  (2016)  Neurobiological  interactions  between  stress  and  the 

endocannabinoid system. Neuropsychopharmacology 41(1):80–102 

227. Morgan MM, Whittier KL, Hegarty DM, Aicher SA (2008) Periaqueductal gray neurons project to spinally 

projecting GABAergic neurons in the rostral ventromedial medulla. Pain 140(2):376‐386 

228. Muñoz  A,  Lopez‐Lopez  A,  Labandeira  CM,  Labandeira‐Garcia  JL  (2020)    Interactions  between  the 

serotonergic and other neurotransmitter systems in the basal ganglia: Role in Parkinsonʹs Disease and adverse 

effects of L‐DOPA. Front Neuroanat 14:26 

229. Muñoz M, Coveñas R (2014) Involvement of substance P and the NK‐1 receptor in human pathology. Amino 

Acids 46(7):1727‐1750 

230. Mussetto V, Teuchmann HL, Heinke B, Trofimova L, Sandkühler  J, Drdla‐Schutting R, Hogri R  (2023) 

Opioids induce bidirectional synaptic plasticity in a brainstem pain center in the rat. J Pain 24(9):1664‐1680     

231. Mutolo D, Cinelli E, Bongianni  F, Pantaleo T  (2014)  Inhibitory  control  of  the  cough  reflex  by  galanin 

receptors  in  the caudal nucleus  tractus solitarii of  the  rabbit. Am  J Physiol Regul  Integr Comp Physiol 

307(11):R1358‐67 

232. Nadrigny  F,  Le  Meur  K,  Schomburg  ED,  Safavi‐Abbasi  S,  Dibaj  P  (2017)  Two‐photon  laser‐scanning 

microscopy for single and repetitive  imaging of dorsal and  lateral spinal white matter  in vivo. Physiol Res 

66(3):531‐537 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  106  of  113 

 

233. Nakamura Y, Fukushige R, Watanabe K, Kishida Y, Hisaoka‐Nakashima K, Nakata Y, Morioka N (2020) 

Continuous  infusion  of  substance  P  inhibits  acute,  but  not  subacute,  inflammatory  pain  induced  by 

complete Freundʹs adjuvant. Biochem Biophys Res Commun 533(4):971‐975 

234. Naser PV, Kuner R (2018) Molecular, cellular and circuit basis of cholinergic modulation of pain. Neuroscience 

387:135–148 

235. Navratilova E, Qu C, Ji G, Neugebauer V, Guerrero M, Rosen H, Roberts E, Porreca F (2024)   Opposing effects 

on  descending  control  of  nociception  by  μ  and  κ  opioid  receptors  in  the  anterior  cingulate  cortex. 

Anesthesiology 40(2):272‐283 

236. Nelson AB, Kreitzer AC (2014) Reassessing models of basal ganglia function and dysfunction. 

237. Nelson TS, Allen HA, Khanna R  (2024) Neuropeptide Y  and pain:  Insights  from  brain  research. ACS 

Pharmacol Transl Sci 7(12):3718‐3728     

238. Nelson TS, Taylor BK (2021) Targeting spinal neuropeptide Y1 receptor‐expressing interneurons to alleviate 

chronic pain and itch. Prog Neurobiol 196:101894 

239. Neubert MJ, Kincaid W, Heinricher MM (2004) Nociceptive facilitating neurons in the rostral ventromedial 

medulla. Pain 110(1‐2):158‐165 

240. Neugebauer V (2015) Amygdala pain mechanisms. Handb Exp Pharmacol 227:261‐284 

241. Neugebauer V, Galhardo V, Maione S, Mackey SC (2009) Forebrain pain mechanisms. Brain Res Rev 60:226‐

242 

242. Neugebauer V, Mazzitelli M, Cragg B, Ji G, Navratilova E, Porreca F (2020) Amygdala, neuropeptides, and 

chronic pain‐related affective behaviors. Neuropharmacology 170:108052 

243. Neugebauer V, Presto P, Yakhnitsa    V, Antenucci N, Mendoza B,  Ji G  (2023) Pain‐related  cortico‐limbic 

plasticity and opioid signaling. Neuropharmacology 231:109510 

244. Nguyen  E, Grajales‐Reyes  JG, Gereau  4th RW,  Ross  SE  (2023) Cell  type‐specific  dissection  of  sensory 

pathways involved in descending modulation. Trends Neurosci 46(7):539‐550 

245. Nicol GD, Vasko MR  (2007) Unraveling  the  story  of NGF‐mediated  sensitization  of nociceptive  sensory 

neurons: ON or OFF the Trks? Mol Interv 7:26‐41 

246. Nielsen JB (2016) Human spinal motor control. Annu Rev Neurosci 39:81‐101 

247. Nishimura H, Kawasaki M, Matsuura T, Suzuki H, Motojima Y, Baba K, Ohnishi H, Yamanaka Y, Fujuitani 

T, Yoshimura M, Maruyama T, Ueno H, Sonoda S, Nishimura K, Tanaka K, Sanada K, Onaka T, Ueta Y, 

Sakai A  (2020) Acute mono‐arthritis activates  the neurohypophysial system and hypothalamo‐pituitary 

adrenal axis in rats. Front Endocrinol (Lausanne) 11:43     

248. Nishiyama T, Gyermek L, Lee C, Kawasaki‐Yatsugi S, Yamaguchi T (1999) Analgesic interaction between 

intrathecal  midazolam  and  glutamate  receptor  antagonists  on  thermal‐induced  pain  in  rats. 

Anesthesiology 91(2):531‐537 

249. Olivier B (2015) Serotonin: a never‐ending story. Eur J Pharmacol 753:2‐18 

250. Ong WY, Stohler CS, Herr DR  (2019) Role of  the prefrontal  cortex  in pain processing. Mol Neurobiol 

56:1137‐1166 

251. O’Neill A, Lirk P (2022) Multimodal analgesia. Anesthesiol Clin 40(3):455‐468 

252. Osório C, Probert T, Jones E, Young AH, Robbins I (2017) Adapting to stress: Understanding the neurobiology 

of resilience. Behav Med 43(4):307‐322 

253. Ossipov MH, Dussor GO, Porreca F (2010) Central modulation of pain. J Clin Invest 120(11):3779‐87.     

254. Ossipov MH, Morimura K, Porreca F (2014) Descending pain modulation and chronification of pain. Curr 

Opin Support Palliat Care 8(2):143‐151 

255. Oyola MG, Handa RJ (2017) Hypothalamic‐pituitary‐adrenal and hypothalamic‐pituitary‐gonadal axes: sex 

differences in regulation of stress responsivity. Stress 20(5):476‐494 

256. Pagliusi M, Gomes FV (2023) The role of the rostral ventromedial medulla in stress responses. Brain Sci 13(5): 

776. 

257. Palazzo E, Luongo L, de Novellis V, Rossi F, Maione S  (2010) The role of cannabinoid receptors  in  the 

descending modulation of pain. Pharmaceuticals (Basel) 3(8):2661‐2673 

258. Pan H‐L, Wu Z‐Z, Zhou H‐Y, Chen S‐R, Zhang H‐M, Li D‐P (2007) Modulation of pain transmission by G‐

protein‐coupled receptors. Pharmacol Ther 117(1):141‐161 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  107  of  113 

 

259. Pan X‐C, Song Y‐T, Liu C, Xiang H‐B, Lu C‐J  (2013) Melanocortin‐4  receptor  expression  in  the  rostral 

ventromedial medulla  involved  in modulation of nociception  in  transgenic mice.  J Huazhong Univ Sci 

Technolog Med Sci 33(2):195‐198 

260. Pape H‐C, Jüngling K, Seidenbecher T, Lesting J, Reinscheid RK (2010) Neuropeptide S: a transmitter system 

in the brain regulating fear and anxiety. Neuropharmacology 58(1):29‐34 

261. Patte‐Mensah C, Meyer L, Taleb O, Mensah‐Nyagan AG (2014) Potential role of allopregnanolone for a safe 

and effective therapy of neuropathic pain. Prog Neurobiol 113:70‐78 

262. Patra PH, Tench B, Hitrec T, Hohnes  F, Drake R, Cerritelli  S,  Spanswick D, Pickering AE  (2023) Pro‐

opiomelanocortin  neurons  in  the  nucleus  of  the  solitary  tract  mediate  endorphinergic  endogenous 

analgesia in mice. Pain 164(5):1051‐1066     

263. Peng B, Jiao Y, Zhang Y, Li S, Chen S, Xu S, Gao P, Fan Y, Yu W (2023) Bulbospinal nociceptive ON and OFF 

cells related neural circuits and transmitters. Front Pharmacol 14:1159753 

264. Peng H‐Y, Chen G‐D, Lee S‐D; Lai C‐Y, Chiu C‐H, Cheng Y‐L, Chang Y‐S, Hsieh M‐C, Tung K‐C, Lin T‐B 

(2009) Neuroactive  steroids  inhibit  spinal  reflex  potentiation  by  selectively  enhancing  specific  spinal 

GABA(A) receptor subtypes. Pain 143(1‐2):12‐20 

265. Pereira V, Goudet C  (2019) Emerging  trends  in pain modulation by metabotropic glutamate  receptors. 

Front Mol Neurosci 11:464 

266. Pertovaara A (2006) NA pain modulation. Prog Neurobiol 80:53‐83 

267. Pertovaara A (2013) The NA pain regulation system: a potential target for pain therapy. Eur J Pharmacol 716(1‐

3):2‐7 

268. Pertovaara A, Bravo R, Herdegen T (1993) Induction and suppression of immediate‐early genes in the rat 

brain by a selective alpha‐2‐adrenoceptor agonist and antagonist following noxious peripheral stimulation. 

Neuroscience 54(1):117‐26 

269. Pezet S, Cunningham J, Patel J, Grist J, Gavazzi I, Lever IJ, Malcangio M (2002) BDNF modulates sensory 

neuron  synaptic activity by a  facilitation of GABA  transmission  in  the dorsal horn. Mol Cell Neurosci 

21(1):51‐62 

270. Pezet S, McMahon SB (2006) Neurotrophins: mediators and modulators of pain. Annu Rev Neurosci 29:507‐

538 

271. Phillips  C  (2017)  Brain‐derived  neurotrophic  factor,  depression,  and  physical  activity:  Making  the 

Neuroplastic Connection. Neural Plast 2017:7260130 

272. Pinto M, Castro AR, Tshudy F, Wilson SP, Lima D, Tavares I (2008a) Opioids modulate pain facilitation 

from the dorsal reticular nucleus. Mol Cell Neurosci 39(4):508‐518 

273. Pinto M, Sousa M, Lima D, Tavares I (2008b) Participation of mu‐opioid, GABA(B), and NK1 receptors of 

major pain control medullary areas in pathways targeting the rat spinal cord: implications for descending 

modulation of nociceptive transmission. J Comp Neurol 510(2):175‐187 

274. Pitsillou E, Bresnehan SM, Kagarakis EA, Wijoyo SJ, Liang J, Hung A, Karagiannis TC (2020) The cellular and 

molecular basis of major depressive disorder: towards a unified model for understanding clinical depression. 

Mol Biol Rep 47(1):753‐770 

275. Ploski  JE, Vaidya VA  (2021)  The  neurocircuitry  of  posttraumatic  stress  disorder  and major  depression: 

Insights  into  overlapping  and  distinct  circuit  dysfunction  – A  tribute  to  Ron Duman.  Biol  Psychiatry 

90(2):109‐117 

276. Plumb AN,  Lesnak  JB,  Rasmussen  L,  Sluka  KA  (2025)  Female  specific  interactions  of  serotonin  and 

testosterone in the rostral ventromedial medulla after activity‐induced muscle pain. J Pain 26:104723 

277. Poe GR, Foote S, Eschenko O,  Johansen  JP, Bouret S, Aston‐Jones G, Harley CW, Manahan‐Vaughan D, 

Weinshenker D, Valentino R, Berridge C, Chandler DJ, Waterhouse B, Sara SJ (2020) Locus coeruleus: a new 

look at the blue spot. Nat Rev Neurosci 21(11):644‐659 

278. Pogatzki‐Zahn EM, Segelcke D, Schug SA (2017) Postoperative pain – from mechanisms to treatment. Pain 

Rep 2(2):e588 

279. Poisbeau P, Grinevich V, Charlet A (2018) Oxytocin signaling in pain: Cellular, circuit, system, and behavioral 

levels. Curr Top Behav Neurosci 35:193‐211 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  108  of  113 

 

280. Poisbeau P, Keller AF, Aouad M, Kamoun N, Groyer G, Schuhmacher M (2014) Analgesic strategies aimed 

at stimulating the endogenous production of allopregnanolone. Front Cell Neurosci 8:174 

281. Popescu AT, Saghyan AA, Paré D (2007) NMDA‐dependent facilitation of corticostriatal plasticity by the 

amygdala. Proc Natl Acad Sci U S A 104(1):341‐6.     

282. Puopolo M (2019) The hypothalamic‐spinal dopaminergic system: a target for pain modulation. Neural Regen 

Res 14(6): 925–930 

283. Qian K, Zhou J, Xiong J, Wang Q, Chen L, Zhuang T, Jin J, Zhang G, Hao C, Huang L, Chen Y (2024) Discovery 

of a novel Kv7.2/7.3 channels agonist for the treatment of neuropathic pain. Eur J Med Chem 280:116953 

284. Quevedo JN (2009) Presynaptic inhibition. In: Binder MD, Hirokawa N, Windhorst U (eds) Encyclopedia of 

neuroscience. Springer‐Verlag, Berlin Heidelberg, pp 3266‐3270 

285. Raggenbass M (2008) Overview of cellular electrophysiological actions of vasopressin. Eur J Pharmacol 583(2‐

3):243‐254 

286. Rahimi K, Sajedianfard J, Owji AA (2018) The effect of intracerebroventricular injection of CGRP on pain 

behavioral responses and monoamines concentrations in the periaqueductal gray area in rat. Iran J Basic 

Med Sci 21(4):395‐399 

287. Rana T, Behl T, Sehgal A, Singh S, Sharma N, Abdeen A, Ibrahim SF, Mani V, Iqbal MS, Bhatia S, Abdel Daim 

MM,  Bungau  S  (2022)  Exploring  the  role  of  neuropeptides  in  depression  and  anxiety.  Prog 

Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 114:110478 

288. Rashvand M, Khajavi A, Parviz M, Hasanein P, Keshavarz M (2014) GABAA receptors are involved in the 

analgesic effects of morphine microinjected into the central nucleus of the amygdala. Clin Exp Pharmacol 

Physiol 41(5):338‐344 

289. Razavi BM, Hosseinzadeh H  (2017) A  review of  the  role of orexin system  in pain modulation. Biomed 

Pharmacother 90:187‐193 

290. Rea K, Roche M, Finn DP (2007) Supraspinal modulation of pain by cannabinoids: the role of GABA and 

glutamate. Br J Pharmacol 152(5):633‐648 

291. Ren S, Wang S, Lv S, Gao J, Mao Y, Liu Y, Xie Q, Zhang T, Zhao L, Shi J (2024) The nociceptive inputs of 

the paraventricular hypothalamic nucleus in formalin stimulated mice. Neurosci Lett 841:137948 

292. Ribeiro‐da‐Silva A, De Koninck Y, Cuello AD, Henry JL (1992) Enkephalin‐immunoreactive nociceptive 

neurons in the cat spinal cord. Neuroreport 3(1):25‐58 

293. Roberts JW (1986) Cholecystokinin and pain. Anesth Prog 33(2): 87–90 

294. Rogoz K, Andersen HH, Lagerström MC, Kullander K (2014) Multimodal use of calcitonin gene‐related 

peptide  and  substance  P  in  itch  and  acute  pain  uncovered  by  the  elimination  of  vesicular  glutamate 

transporter 2 from transient receptor potential cation channel subfamily V member 1 neurons. J Neurosci 

34(42):14055‐14068 

295. Rojas‐Piloni  G, Mejía‐Rodríguez  R, Martínez‐Lorenzana  G,  Condés‐Lara M  (2010)  Oxytocin,  but  not 

vassopressin, modulates nociceptive responses in dorsal horn neurons. Neurosci Lett 476(1):32‐35 

296. Rosen JB, Schulkin J (2022) Hyperexcitability: From normal fear to pathological anxiety and trauma. Front 

Syst Neurosci 16:727054 

297. Roth RH, Ding JB (2024) Cortico‐basal ganglia plasticity in motor learning. Neuron 112(15):2486‐2502 

298. Roussy G, Dansereau M‐A, Baudisson S, Ezzoubaa F, Belleville K, Beaudet N, Martinez  J, Richelson E, 

Sarret P (2009) Evidence for a role of NTS2 receptors in the modulation of tonic pain sensitivity. Mol Pain 

6:5:38 

299. Rudomin P (2009) In search of lost presynaptic inhibition. Exp Brain Res 196(1):139‐151 

300. Rudomin P, Schmidt RF (1999) Presynaptic inhibition in the vertebrate spinal cord revisited. Exp Brain Res 

129:1‐37 

301. Sabban EL, Alaluf LG, Serova LI (2016) Potential of neuropeptide Y for preventing or treating post‐traumatic 

stress disorder. Neuropeptides 56:19‐24 

302. Salgado S, Kaplitt MG (2015) The nucleus accumbens: A comprehensive review. Stereotact Funct Neurosurg 

93:75‐93 

303. Salt TE,  Jones HE, Copeland CS,  Sillito AM  (2014) Function of mGlu1  receptors  in  the modulation of 

nociceptive processing in the thalamus. Neuropharmacology 79(100):405‐411 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  109  of  113 

 

304. Sarhan M, Pawlowski SA, Barthas F, Yalcin I, Kaufling J, Dardente H, Zachariou V, Dileone J, Barrot M, 

Veinante  P  (2013)  BDNF  parabrachio‐amygdaloid  pathway  in  morphine‐induced  analgesia.  Int  J 

Neuropsychopharmacol 16(7):1649‐1660 

305. Savadipour A, Palmer D, Ely EV, Collins KH, Garcia‐Castorena JM, Harissa Z, Kim YS, Oestrich A, Qu F, 

Rashidi N, Guilak F (2023) The role of PIEZO ion channels in the musculoskeletal system. Am J Physiol 

Cell Physiol 324(3):C728‐C740 

306. Sawchenko PE, Swanson LW (1982) Immunohistochemical identification of neurons in the paraventricular 

nucleus of the hypothalamus that project to the medulla or to the spinal cord in the rat. J Comp Neurol 

205(3):260‐272 

307. Sawynok J (1998) Adenosine receptor activation and nociception. Eur J Pharmacol 347(1):1‐11 

308. Schmeltzer SN, Herman JP, Sah R (2016) Neuropeptide Y (NPY) and Posttraumatic Stress Disorder (PTSD): a 

translational update. Exp Neurol 284(PtB):196‐210 

309. Schomburg ED, Dibaj P, Steffens H (2011a) Differentiation between Aδ and C fibre evoked nociceptive reflexes by 

TTX resistance and opioid sensitivity in the cat. Neurosci Res 69(3):241‐245 

310. Schomburg ED, Dibaj P, Steffens H  (2011b) Role of L‐DOPA  in spinal nociceptive  reflex activity: higher 

sensitivity of Aδ versus C fibre‐evoked nociceptive reflexes to L‐DOPA. Physiol Res 60(4):701‐703     

311. Schomburg ED, Kalezic  I, Dibaj P, Steffens H  (2013) Reflex  transmission  to  lumbar α‐motoneurones  in  the 

mouse similar and different to those in the cat. Neurosci Res 76:133‐140 

312. Schomburg ED,  Steffens H, Dibaj P,  Sears TA  (2012) Major  contribution of Aδ‐fibres  to  increased  reflex 

transmission in the feline spinal cord during acute muscle inflammation.Neurosci Res 72(2):155‐162 

313. Schomburg ED, Steffens H, Pilyavskii AI, Maisky VA, Brück W, Dibaj P, Sears TA  (2015) Long  lasting activity of 

nociceptive muscular afferents facilitates bilateral flexion pattern in the feline spinal cord. Neurosci Res 95:51‐58 

314. Schou WS, Ashina S, Amin FM, Goadsby PJ, Ashina M (2017) Calcitonin gene‐related peptide and pain: a 

systematic review. J Headache Pain 18(1):34 

315. Schumacher M, Mattern C, Ghoumari A, Oudinet JP, Liere P, Labombarda F, Sitruk‐Ware R, De Nicola AF, 

Guennoun R  (2014) Revisiting  the  roles of progesterone  and  allopregnanolone  in  the nervous  system: 

resurgence of the progesterone receptors. Prog Neurobiol 113:6‐39 

316. Selye H (1941). Anaesthetic effects of steroid hormones. Proc Soc Exp Biol 46:116–121 

317. Semba K, Fibiger HC, Vincent SR (1987) Neurotransmitters in the mammalian striatum: neuronal circuits 

and heterogeneity. Can J Neurol Sci 14(3 Suppl):386‐394 

318. Seminowicz DA, Moayedi M  (2017) The dorsolateral prefrontal  cortex  in acute and  chronic pain. Pain 

18(9):1027‐1035 

319. Sexton JE, Vernon J, Wood JN (2014) TRPs and pain. Handb Exp Pharmacol 223:873‐897 

320. Shenoy SS, Lui F (2021) Biochemistry, Endogenous opioids. In: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): 

StatPearls Publishing; 2021 Jul 22 

321. Shono K, Yamamoto T (2008) Orexin‐2 receptors inhibit primary afferent fiber‐evoked responses of ventral 

roots in the neonatal rat isolated spinal cord. Brain Res 1218:97‐102     

322. Soares Potes C, Neto FL, Castro‐Lopes JM (2006) Inhibition of pain behavior by GABA(B) receptors in the 

thalamic ventrobasal complex: effect on normal rats subjected to the formalin test of nociception. Brain Res 

1115(1):37‐47 

323. Spooner M‐F,  Robichaud  P, Carrier  JC, Marchand  S  (2007)  Endogenous  pain modulation  during  the 

formalin test in estrogen receptor beta knockout mice. Neuroscience 150(3):675‐680 

324. Spuz CA, Tomaszycki ML, Borszez GS  (2014) N‐methyl‐D‐aspartate  receptor agonism and antagonism 

within the amygdaloid central nucleus suppresses pain affect: differential contribution of the ventrolateral 

periaqueductal gray. J Pain 15(12):1305‐18 

325. Stanton CH, Holmes AJ, Chang SWC,  Joorman  J  (2019) From  stress  to anhedonia: molecular processes 

through functional circuits. Trends Neurosci 42(1):23‐42 

326. Stebbins CL, Ortiz‐Acevedo A, Hill  JM  (1992)  Spinal  vasopressin modulates  the  reflex  cardiovascular 

response to static contraction. J Appl Physiol (1985) 72(2):731‐738 

327. Sze Y, Brunton PJ (2020) Sex, stress and steroids. Eur J Neurosci 52(1):2487‐2515 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  110  of  113 

 

328. Takayanagi Y, Onaka T (2021) Roles of oxytocin in stress responses, allostasis and resilience. Int J Mol Sci 

23(1):150 

329. Tanaka M, Matsumoto Y, Murakami T, Ibata Y (1996) The origins of catecholaminergic innervation in the 

rostral ventromedial medulla oblongata of the rat. Neurosci Lett 207(1):53‐56 

330. Tanaka M, Yamada S, Watanabe Y (2021) The role of neuropeptide Y in the nucleus accumbens. Int J Mol Sci 

22(14):7287 

331. Tanaka M, Yoshida M, Emoto H, Ishii H (2000) Noradrenaline systems in the hypothalamus, amygdala and 

locus coeruleus are involved in the provocation of anxiety: basic studies. Eur J Pharmacol 405(1‐3):397‐406 

332. Tang J‐S, Qu C‐L, Huo F‐Q (2009) The thalamic nucleus. Prog Neurobiol 89(4):383‐389 

333. Tasker  JG,  Chen  C,  Fisher MO,  Fu  X,  Rainville  JR, Weiss  GL  (2015)  Endocannabinoid  regulation  of 

neuroendocrine systems. Int Rev Neurobiol 125:163‐201 

334. Tavares  I, Costa‐Pereira  JT, Martins  I  (2021) Monoaminergic and opioidergic modulation of brainstem 

circuits: New insights into the clinical challenges of pain treatment? Front Pain Res (Lausanne) 2:696515 

335. Taylor AMW, Becker S, Schweinhardt P, Cahill C  (2016) Mesolimbic dopamine  signaling  in acute and 

chronic pain: implications for motivation, analgesia, and addiction. Pain 157(6):1194–1198 

336. Thompson JM, Neugebauer V (2019) Cortico‐limbic pain mechanisms. Neurosci Lett 702:15‐23 

337. Thurston CL, Culhane ES, Suberg SN, Carstens E, Watkins LR (1988) Antinociception vs motor effects of 

intrathecal vasopressin as measured by four pain tests. Brain Res 463(1):1‐11 

338. Timmers  I, Quaedflieg CWEM, Hsu C, Heathcote LC, Rovnaghi CR, Simons LE  (2019) The  interaction 

between stress and chronic pain through the lens of threat learning. Neurosci Biobehav Rev 107:641‐655 

339. Tewari A, Jog R, Jog MS (2016) The striatum and subthalamic nucleus as independent and collaborative 

structures in motor control. Front Syst Neurosci 10:17. doi: 10.3389/fnsys.2016.00017 

340. Tobiansky DJ, Wallin‐Miller KG,  Floresco  SB, Wood RI,  Soma KK  (2018) Androgen  regulation  of  the 

mesocorticolimbic system and executive function. Front Endocrinol (Lausanne) 9:279 

341. Todd AJ. Spike RC (1993) The localization of classical transmitters and neuropeptides within neurons in 

laminae I‐III of the mammalian spinal dorsal horn. Prog Neurobiol 41:609‐645 

342. Toufexis D, Rivarola MA, Lara H, Viau V  (2014)  Stress  and  the  reproductive  axis.  J Neuroendocrinol 

26(9):573‐586 

343. Tracey I, Mantyh PW (2007) The cerebral signature for pain perception and its modulation. Neuron 55:377‐

391 

344. Tran M, Kuhn JA, Bráz JM, Basbaum AI (2017) Neuronal aromatase expression in pain processing regions 

of the medullary and spinal cord dorsal horn. J Comp Neurol 525(16):3414‐3428 

345. Treister R, Pud D, Eisenberg E  (2013) The dopamine  agonist  apomorphine  enhances  conditioned pain 

modulation in healthy humans. Neurosci Lett 548:115‐119   

346. Urban MO, Coutinho SV, Gebhart GF (1999) Biphasic modulation of visceral nociception by neurotensin in 

rat rostral ventromedial medulla. J Pharmacol Exp Ther 290(1):207‐213 

347. Valentino RJ, Van Bockstaele E (2015) Endogenous opioids: The downside of opposing stress. Neurobiol 

Stress 1: 23–32 

348. Vazifeshenas A, Seddighfar M, Haghparast A (2025) Interaction of opioid and D2‐like dopamine receptors 

in the nucleus accumbens modulate acute pain‐related behaviors. Behav Brain Res 489:115614 

349. Viisanen H, Lilius TO, Sagalajev B, Rauhala P, Kalso E, Pertovaara A (2020) Neurophysiological response 

properties of medullary pain‐control neurons following chronic treatment with morphine or oxycodone: 

modulation by acute ketamine. J Neurophysiol 124(3):790‐801 

350. Vogt BA (2019) Cingulate cortex in the three limbic subsystems. Handb Clin Neurol 166:39‐51 

351. Vrtačnik P, Ostanek B, Mencej‐Bedrač S, Marc J (2014) The many faces of estrogen signaling. Biochem Med 

(Zagreb) 24(3):329‐342 

352. Wagner KM, Roeder Z, Desrochers K, Buhler AV, Heinricher MM, Cleary DR  (2013) The dorsomedial 

hypothalamus mediates  stress‐induced  hyperalgesia  and  is  the  source  of  the  pronociceptive  peptide 

cholecystokinin in the rostral ventromedial medulla. Neuroscience 238:29‐38 

353. Wallace  DM,  Magnuson  DJ,  Gray  TS  (1992)  Organization  of  amygdaloid  projections  to  brainstem 

dopaminergic, noradrenergic, and adrenergic cell groups in the rat. Brain Res Bull 28(3):447‐454 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  111  of  113 

 

354. Wang D, Tawfik VL, Corder G, Low SA, François A, Basbaum AI, Scherrer G (2018) Functional Divergence 

of Delta and Mu Opioid Receptor Organization in CNS Pain Circuits. Neuron 98(1):90‐108.e5 

355. Wang N, Wang J‐Y, Luo F (2009) Corticofugal outputs facilitate acute, but inhibit chronic pain in rats. Pain 

142(1‐2):108‐115 

356. Wang S, Lim J, Joseph J, Wang S, Wei F, Ro JY, Chung M (2017) Spontaneous and bite‐evoked muscle pain 

are  mediated  by  a  common  nociceptive  pathway  with  differential  contribution  by  TRPV1.  J  Pain 

18(11):1333‐1345 

357. Wang XQ, Mokhtari T, Zeng YX, Yue LP, Hu L (2021) The distinct functions of the dopaminergic receptors 

on pain modulation: a narrative review. Neural Plast 2021:6682275 

358. Watanabe M, Narita M (2018) Brain reward circuit and pain. Adv Exp Med Biol 1099:201‐210 

359. Watanabe M, Sugiura Y, Sugiyama E, Narita M, Navratilova E, Kondo T, Uchiyama N, Yamanaka A, 

Kuzumaki N, Porreca F, Narita M (2018) Extracellular N‐acetylaspartylglutamate released in the nucleus 

accumbens modulates  the pain  sensation: Analysis using a microdialysis/mass spectrometry  integrated 

system. Mol Pain 14:1744806918754934 

360. Watanabe Y,  Ikegaya Y, Saito H, Abe K  (1995) Roles of GABAA, NMDA  and muscarinic  receptors  in 

induction  of  long‐term  potentiation  in  the medial  and  lateral  amygdala  in  vitro.  Neurosci  Res  1995 

Feb;21(4):317‐322 

361. Watkins  LR,  Suberg  SN,  Thurston CL, Culhane  ES  (1986)  Role  of  spinal  cord  neuropeptides  in  pain 

sensitivity and analgesia: thyrotropin releasing hormone and vasopressin. Brain Res 362(2):308‐317     

362. Wei H‐H, Yuan X‐S, Chen Z‐K, Chen  P‐P, Xiang Z, Qu W‐M, Li R‐X, Zhou G‐M, Huang Z‐L  (2021) 

Presynaptic  inputs  to vasopressin neurons  in  the hypothalamic supraoptic nucleus and paraventricular 

nucleus in mice. Exp Neurol 343:113784 

363. Weisskopf MG, LeDoux  JE  (1999) Distinct populations of NMDA  receptors  at  subcortical  and  cortical 

inputs to principal cells of the lateral amygdala. J Neurophysiol 81(2):930‐934 

364. West SJ, Bannister K, Dickenson AH, Bennett DL (2015) Circuitry and plasticity of the dorsal horn‐‐toward 

a better understanding of neuropathic pain. Neuroscience 300:254‐275 

365. Wichmann T, DeLong MR (2016) Deep brain stimulation for movement disorders of basal ganglia origin: 

Restoring function or functionality? Neurotherapeutics 13(2):264‐283 

366. Wilson AR, Maher L, Morgan MM (2008) Repeated cannabinoid injections into the rat periaqueductal gray 

enhance subsequent morphine antinociception. Neuropharmacology 55(7):1219‐1225 

367. Windhorst U (2007) Muscle proprioceptive feedback and spinal networks. Brain Res Bull 73:155‐202 

368. Windhorst U (2021) Spinal cord circuits: models and reality. Neurophysiology 53(3‐6):142‐222 

369. Windhorst U, Dibaj P (2023) Plastic spinal motor circuits in health and disease. J Integr Neurosci 22(6):167 

370. Windhorst U, Dibaj P (2025) Nociception and acute pain: ascending functional Structure and descending 

modulation. Preprints 202505.0743.v1, https://doi.org/10.20944/preprints202505.0743.v1   

371. Wood PB (2008) Role of central dopamine in pain and analgesia. Expert Rev Neurother 8(5):781‐797 

372. Woodhams SG, Chapman V, Finn DP, Hohmann AG, Neugebauer V (2017) The cannabinoid system and 

pain. Neuropharmacol 124:105–120 

373. Woolf CJ, Ma Q (2007) Nociceptors – noxious stimulus detectors. Neuron 55:353‐364 

374. Woolf  NJ,  Butcher  LL  (1986)  Cholinergic  systems  in  the  rat  brain:  III.  Projections  from  the 

pontomesencephalic tegmentum to the thalamus, tectum, basal ganglia, and basal forebrain. Brain Res Bull 

16(5):603‐637 

375. Wu L‐J, Ko SW, Zhuo M  (2007) Kainate  receptors and pain:  from dorsal  root ganglion  to  the anterior 

cingulate cortex. Curr Pharm Des 13(15):1597‐1605 

376. Xie Y‐f, Huo F‐q, Tang J‐s (2009) Cerebral cortex modulation of pain. Acta Pharmacol Sin 30(1):31‐41 

377. Xu M, Kim CJ, Neubert MJ, Heinricher MM (2007) NMDA receptor‐mediated activation of medullary pro‐

nociceptive neurons is required for secondary thermal hyperalgesia. Pain 127(3):253‐262 

378. Xu Q, Jin L, Wang L, Tang Y, Wu H, Chen Q, Sun L (2024) The role of gonadal hormones  in regulating 

opioid antinociception. Ann Med 56(1):2329259 

379. Xu X‐J, Hökfelt T, Wiesenfeld‐Hallin Z  (2010) Galanin and  spinal pain mechanisms: past, present, and 

future. Exp Suppl 102:39‐50 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  112  of  113 

 

380. Yamamoto T, Nozaki‐Taguchi N, Chiba T (2002) Analgesic effect of intrathecally administered orexin‐A in 

the rat formalin test and in the rat hot plate test. Br J Pharmacol 137(2):170‐176 

381. Yang L‐N, Chen K, Yin X‐P, Liu D, Zhu L‐Q (2022) The comprehensive neural mechanism of oxytocin in 

analgesia. Curr Neuropharmacol 20(1):147‐157 

382. Yang Q, Wu Z‐Z, Li X, Li Z‐W, Wei J‐B, Hu Q‐S (2002) Modulation by oxytocin of ATP‐activated currents 

in rat dorsal root ganglion neurons. Neuropharmacology 43(5):910‐916 

383. Yang S, Chang MC (2019) Chronic pain: Structural and functional changes in brain structures and associated negative 

affective states. Int J Mol Sci 20(13): 3130 

384. Ye D‐W, Liu C, Liu T‐T, Tian X‐B, Xiang H‐B (2014) Motor cortex‐periaqueductal gray‐spinal cord neuronal 

circuitry may  involve  in modulation  of nociception:  a virally mediated  transsynaptic  tracing  study  in 

spinally transected transgenic mouse model. PLoS One 9(2):e89486 

385. Yetnikoff  L,  Laezzi HN, Reichard RA, Zahm DS  (2014) An  update  on  the  connections  of  the  ventral 

mesencephalic dopaminergic complex. Neuroscience 282:23‐48 

386. Yin J‐B, Wu H‐H, Dong Y‐L, Zhang T, Wang J, Zhang Y, Wei Y‐Y, Lu Y‐C,   Wu S‐X, Wang W, Li Y‐Q (2014) 

Neurochemical properties of BDNF‐containing neurons projecting to rostral ventromedial medulla in the 

ventrolateral periaqueductal gray. Front Neural Circuits 8:137 

387. Yip  J,  Chahl  LA  (1999)  Distribution  of  Fos‐like  immunoreactivity  in  guinea‐pig  brain  following 

administration  of  the  neurokinin‐1  receptor  agonist,  [SAR9,MET(O2)11]substance  P.  Neuroscience 

94(2):663‐673 

388. Yirmiya  R,  Ben‐Eliyahu  S,  Shavit  Y, Marek  P,  Liebeskind  JC  (1990)  Stimulation  of  the  hypothalamic 

paraventricular nucleus produces analgesia not mediated by vasopressin or endogenous opioids. Brain Res 

537(1‐2):169‐174 

389. Yoon YS, Hwang IK, Lee IS, Suh JG, Shin JW, Kang TC, Oh YS, Won MH (2003) Galanin‐immunoreactive 

cells and their relation to calcitonin gene‐related peptide‐, substance P‐ and somatostatin‐immunoreactive 

cells in rat lumbar dorsal root ganglia. Anat Histol Embryol 32(2):110‐115 

390. Yoshimura M, Furue H (2006) Mechanisms for the anti‐nociceptive actions of the descending noradrenergic 

and serotonergic systems in the spinal cord. J Pharmacol Sci 101(2):107‐117 

391. Yu L‐C, Hou J‐F, Fu F‐H, Zhang Y‐X (2009) Roles of calcitonin gene‐related peptide and its receptors in 

pain‐related behavioral responses in the central nervous system. Neurosci Biobehav Rev 33(8):1185‐1191 

392. Zamfir M, Sharif B, Locke S, Ehrlich AT, Ochandarena NE, Scherrer G, Ribeiro‐da‐Silva A, Kieffer BL, 

Séguéla P  (2023) Distinct  and  sex‐specific  expression of mu opioid  receptors  in  anterior  cingulate  and 

somatosensory S1 cortical areas. Pain 164(4):703‐716     

393. Zeilhofer HU, Werynska K, Gingras J, Yévenes GE (2021) Glycine receptors in spinal nociceptive control ‐ 

An update. Biomolecules 11(6):846 

394. Zeilhofer HU, Wildner H, Yévenes GE (2012) Fast synaptic inhibition in spinal sensory processing and pain 

control. Physiol Rev 92(1):193‐235 

395. Zeng F, Zhang Q, Liu Y, Sun G, Li A, Talay RS, Wang J (2021) AMPAkines potentiate the corticostriatal 

pathway to reduce acute and chronic pain. Mol Brain 14(1):45 

396. Zhang M‐L, Wang H‐B, Fu F‐H, Yu L‐C (2017) Involvement of galanin and galanin receptor 2 in nociceptive 

modulation in anterior cingulate cortex of normal rats and rats with mononeuropathy. Sci Rep 5:7:45930 

397. Zhang Y, Jiang D, Li H, Sun Y, Jiang X, Gong S, Qian Z, Tao J (2019) Melanocortin type 4 receptor‐mediated 

inhibition of A‐type K+ current enhances sensory neuronal excitability and mechanical pain sensitivity in 

rats. J Biol Chem 294(14):5496‐5507 

398. Zhang Y, Yang Y, Tao B, Lv Q, Lui S, He L (2021) Gray matter and regional brain activity abnormalities in 

subclinical hypothyroidism. Front Endocrinol (Lausanne) 12:582519 

399. Zheng H, Lim JY, Kim Y, Jung ST, Hwang SW (2021) The role of oxytocin, vasopressin, and their receptors 

at nociceptors in peripheral pain modulation. Front Neuroendocrinol 100942 

400. Zheng H, Lim JY, Seong JY, Hwang SW (2020) The role of corticotropin‐releasing hormone at peripheral 

nociceptors: Implications for pain modulation. Biomedicines 8(12):623 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  113  of  113 

 

401. Zhu  Q,  Ge  F,  Li  X,  Deng  H‐S,  Xu  M,  Bu  T,  Li  J,  Wang  Y,  Shan  Y,  Ge  R‐S,  Yao  M  (2018) 

Dehydroepiandrosterone antagonizes pain stress‐induced suppression of testosterone production in male 

rats. Front Pharmacol 9:322     

402. Zhuo M  (2024) Long‐term  plasticity  of NMDA GluN2B  (NR2B)  receptor  in  anterior  cingulate  cortical 

synapses. Mol Pain 20:17448069241230258 

403. Zimmerman AL, Kovatsis  EM,  Pozsgai  RY,  Tasnim A, Zhang Q, Ginty DD  (2019) Distinct modes  of 

presynaptic inhibition of cutaneous afferents and their functions in behavior. Neuron 102(2):420‐434.e8.     

404. Zubieta  J‐K,  Stohler CS  (2009) Neurobiological mechanisms  of  placebo  responses. Ann N Y Acad  Sci 

1156:198‐210 

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those 

of the individual author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) 

disclaim responsibility for any injury to people or property resulting from any ideas, methods, instructions or 

products referred to in the content. 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 7 August 2025 doi:10.20944/preprints202508.0487.v1

© 2025 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202508.0487.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

