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CAPA: Fotomicrografia de sec¢éo coronal do prosencéfalo em nivel do cortex
somatossensorial primario, mostrando neurdnios positivos para biodextrana
conjugada ao Texas Red, localizados na camada piramidal externa (vide figura
5B).
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RESUMO

Tem sido descrito na clinica médica que alguns pacientes relatam
hipoalgesia, um fendmeno que necessita ser mais estudado, quando
consideramos sua causa reacdes convulsivas. O presente trabalho foi realizado
com o intuito de fazer um estudo do envolvimento neuroanatdomico,
neurofisioldgico e neurofarmacoldgico do hipocampo dorsal (Hd), da substancia
cinzenta periaguedutal (SCP) e do locus coeruleus (LC) na elaboracdo da
analgesia poés-ictal em um modelo animal de convulsdes tonico-clénicas
(Rattus norvegicus, Rodentia, Muridae). O limiar nociceptivo foi aferido
imediatamente apo0s as crises convulsivas tonico-cldnicas induzidas pelo
bloqueio iondforo de canais de cloreto ligados ao receptor GABAa, através da
administracdo por via periférica de pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg; IP). A

presente investigacdo foi feita em trés etapas: 1) Estudo Neuroanatdmico: foi

realizado através da microinje¢des de biodextrana conjugada a “Texas Red” a
10% (BDA: 3000 MW, no volume de 0,2 pL), um neurotracador fluorescente
bidirecional, no Hd. Demonstraram-se conexdes entre estruturas corticais,
como o cOrtex somatossensorial primario (como a camada piramidal interna e
camada piramidal externa) e o cortex somatossensorial (campo de Barrel), area
septal medial (ASM), area septal lateral (ASL), a banda diagonal de Broca
(BDB), areas da camada radial e a camada granular do giro denteado do
hipocampo, que podem elaborar pelo menos parte das atividades convulsivas,
segundo alguns relatos na literatura. Também foram observadas conexdes do
Hd com o ndcleo linear da rafe (NLR), nucleo mediano da rafe (NMdR), nucleo

dorsal da rafe (NDR) e LC, os quais podem estar envolvidos através da



ativacao do sistema enddgeno de inibicdo de dor, na elaboracdo do processo

antinociceptivo pos-ictal. 2) Estudo Neurofisiolégico: a inativagdo da

neurotransmissao por meio da microinjecao intra-Hd, intra-SCPdm, intra-SCPvI
e intra-LC de cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), um bloqueador de sinapses,
através da supressdo do influxo de célcio, diminuiu a analgesia pés-ictal. 3)

Estudo Neurofarmacolégico: microinjecdes intra-Hd de atropina (antagonista de

receptores muscarinicos) ou mecamilamina (antagonista de receptores
nicotinicos), nas doses de 1,0 e 5,0 pug/0,2uL diminuiram a analgesia poés-ictal.
Atropina e a mecamelamina microinjetados no Hd na dose de 5,0 pg/0,2uL nao
alteram os limiares nociceptivos basais dos animas sem a inducao de crises
convulsivas. A microinjecdo de naltrexona (antagonista né&o-seletivo para
receptores opioides), de naloxonazina (antagonista seletivo para receptores ;-
opioides), da metisergida (antagonista n&o-seletivo para receptores
serotoninérgicos) e da cetanserina (antagonista com maior afinidade para
receptores 5-HTzanc) na SCPdm, da SCPvl e do LC diminuiram a analgesia
pos-ictal. Esses dados sugerem o envolvimento do Hd e de suas redes neurais
colinérgicas muscarinicas e nicotinicas, da neurotransmissdo opioide e de
receptores do tipo p;, assim como da neurotransmissao serotoninérgica e de
receptores 5-HT2a2c da SCPdm, da SCPvl e do LC na elaboracdo da analgesia
gue segue as crises convulsivas ténico-clénicas generalizadas induzidas pelo

PTZ.

Palavras-Chaves: hipocampo dorsal; neurotransmisséao colinérgica; substancia
cinzenta periaquedutal; locus coeruleus; neurotransmissdo opioide;
neurotransmissdo  serotoninérgica; crises convulsivas  ténico-clénicas;

analgesia.



ABSTRACT

Clinical reports suggest that some patients evoke hypo-algesia, a
phenomenon that has received litle attention in neurology. The aim of the
present study was to evaluate the involvement of neuroanatomical,
neuropsychological and neuropharmacological mechanims of the dosal
hippocampus (DH), periaqueductal grey matter (PAG) and locus coeruleus (LC)
in the elaboration of post-ictal analgesia in an animal model (Rattus norvegicus,
Rodentia, Muridae) of tonic-clonic seizures. The nociceptive threshold was
measured immediately after the seizures induced by peripheral administration
of pentilenetretazole (PTZ; 64 mg/kg; IP) by ionophore blockade of chloride
channels linked to GABAergic receptors. The following steps were performed in

the present study: 1)__ Neuroanatomical study: it was made through

microinjections of biodextran amines conjugated with Texas Red at 10% (BDA:
3000 MW, volume of 0.2uL), a bidirectional fluorescent neurotracer, in the DH.
Our data suggest connections between cortical structures [primary
somatossensorial cortex, (external and internal pyramidal layers) and
somatossensorial cortex (Barrel fields)], medial septal area (MSA), lateral septal
area (LSA), diagonal band of broca (DBB), radial and granular layers of the
dentate gyrus), that can exert some role in the elaboration of convulsive
activities, according to literature. It was also observed connections between DH
with the linear raphe nucleus (LRN), the median raphe nucleus (MdRN) and the
dorsal raphe nucleus (DRN), and the LC as well, structures possibility recruited
during the activation of endogenous pain modulatory system in the organization

of the post-ictal antinociception. 2)_Neurophysiological study: microinjection of




cobalt chloride (at 1.0 mM/0.2uL), a synaptic blocker, intra-DH, intra-
dorsomedial (dm) and ventrolateral (vl) columns of the PAG and intra-LC

decreased the post-ictal analgesia. 3) Neuropharmacological study:

microinjection of atropine (a muscarinic receptor antagonist) or mecamylamine
(a nicotinic receptor antagonist) at 1.0 and 5.0 pg/0.2uL in the DH decreased
the post-ictal analgesia. Additionally, atropine and mecamylamine microinjected
in the DH at 5.0 pug/0.2pL did not change the nociceptive threshold baseline in
the absence of seizures. Microinjection of naltrexone (a non-selective opioid
receptors antagonist), naloxonazine (a Wi-opioid receptor antagonist),
methysergide (a non-selective serotonergic receptors antagonist) and
ketanserin (a serotonergic receptors antagonist with large affinity for 5-HT2a/c
receptors) in the dmPAG, VIPAG and LC decreased the post-ictal
antinociception. These data suggest the involvement of the DH and its
muscarinic cholinergic receptors, nicotinic cholinergic receptors, p;-opioid
receptors, as well as serotonergic neurotransmission and 5-HTa/2c receptors of
dmPAG, VIPAG and LC in the elaboration of the antinociception that follows

PTZ-induced generalized tonic-clonic seizures.

Keywords: dorsal hippocampus; cholinergic neurotransmission; periaqueductal

grey matter; locus coeruleus, oipioid neurotransmission, serotonergic

neurotransmission; tonic-clonic seizures; analgesia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor e as Vias Nociceptivas Ascendentes

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP, 1994), como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual potencial ou de fato ou, ainda, descrita em
termos que sugerem tal dano”.

Alguns autores defendem que a dor seria 0 termo mais adequado a ser
utilizado para o homem, enquanto que a nocicepcado seria 0 termo mais
adequado para citar em modelos experimentais (NOBACK e cols., 1996). O
termo nocicepcao refere-se a percepcao do estimulo nociceptivo atraves de
terminacdes nervosas livres que captam estimulos e codificam sinais para
fornecer informacao ao sistema nervoso central (SNC) da existéncia de injuria
tissular associada a um estimulo nocivo (SNEDDON, 2003; ACHAVAL e cols.,
2005).

A dor é considerada uma percepcdo subjetiva com dimenséo
psicologica. De fato, a dor € uma experiéncia complexa que envolve nédo
somente a transducado de estimulos nocivos provenientes do ambiente em que
estamos inseridos, mas também o processamento cognitivo e emocional por
estruturas supraespinais (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Além disso, existem dois componentes da dor: o primeiro é o sensitivo-
discriminativo que nos permite distinguir, por exemplo, entre temperaturas
nocivas e indcuas a pele, além da localiza¢éo precisa do estimulo; o segundo é

o motivacional-afetivo que esta relacionado as reagfes emocionais (medo e



ansiedade), e neurovegetativas (sudorese, taquicardia, hipotensao), evocadas
segundo fatores inatos de cada espécie, aprendizagem e meméria (BRANDAO,
2001).

Ap6s uma lesao tissular, por exemplo, sdo liberados os mediadores
quimicos que podem ativar ou sensibilizar os nociceptores, que sao
terminacdes nervosas livres de neurdnios pseudo-unipolares, cujos corpos
celulares encontram-se nos ganglios das raizes dorsais do nervo espinal e nos
ganglios trigeminais e processam esses estimulos traumaticos ou inflamatdrios
(MESSLINGER, 1997; KANDEL e cols., 2000). Os axonios desses neurdnios
pseudo-unipolares, denominados fibras aferentes primarias, conduzem a
informagéo nociceptiva ao SNC (MILLAN, 1999, 2002)

Trés tipos de receptores das terminacbes nervosas livres estédo
associados com dois tipos de fibras nervosas aferentes primarias.
Considerando um critério funcional, sdo eles: (1) Nociceptores
mecanossensitivos com fibras Ad (delta), mielinizadas e de diametro médio,
com velocidade de conducéo de 5 a 30 m/s; (2) nociceptores mecanotérmicos
com fibras Ad e C (3) nociceptores polimodais com fibras C, ndo mielinizadas,
de pequeno diametro e com velocidade de conducdo de cerca de 1 m/s, os
guais respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (MILLAN, 1999;
JULIUS & BASBAUM, 2001).

As fibras Ad correspondem a 20% das fibras de dor e s&o responsaveis
pela dor, cuja informacdo nociceptiva € transmitida de forma rapida, e tem
como caracteristica ser aguda e lancinante ap6s a estimulacdo nociva. As
fibras C correspondem a 80% das fibras condutoras da dor e sdo responsaveis

pela dor, cuja informacéo nociceptiva € transmitida de forma lenta e difusa



(MILLAN, 1999; JULIUS & BASBAUM, 2001). O nivel de atividade das fibras
Ad e C determina a localizag&o, intensidade e qualidade da dor (BASBAUM &
JESSEL, 2000). H4, também, a presenca das fibras AB, de largo diametro,
mielinizadas, com rapida velocidade de conducédo (30 a 100 m/s); porém, essas
fibras respondem a estimulos tateis.

As fibras aferentes priméarias penetram pela raiz dorsal do nervo espinal
no corno dorsal da medula espinal (CDME). No interior da substancia cinzenta
do corno posterior da medula espinal, a projecao aferente do neurdnio sensitivo
primario faz sinapse com os neurdnios sensitivos secundarios (Figura 1).

As sinapses medulares ocorrem na substancia cinzenta da medula
espinal que foi dividida, com base citoarquitetbnica, em dez laminas (REXED,
1964): Lamina | (zona marginal), Il (substancia gelatinosa), lll e IV (nucleus
proprius) e V e VI (laminas profundas), que compreendem o corno dorsal da
medula espinal; a Ilamina VII correspondente a substancia cinzenta
intermediaria, e as laminas VIl e IX compreendendo o corno ventral medial e
lateral, respectivamente, enquanto a lamina X consiste na regido que circunda
o canal central. As laminas | e Il (mais superficiais), V, VI, e a lamina X,
constituem regibes espinais predominantemente implicadas na recepcéao,
processamento e transmissdo da informacdo nociceptiva (WILLIS &
WESTLUND, 1997; MILLAN, 1999; 2002).

Os corpos celulares dos neurbnios secundarios estdo localizados
principalmente na lamina | e na lamina V, sendo que os interneurénios
inibitérios e excitatorios estdo localizados na lamina Il. As fibras Ad fazem

sinapse com neurdnios secundarios das laminas I, Il e V, e as fibras C com



neurénios da lamina Il (PRADO, 2000; BESSON & CHAOUCH, 1987; RIEDEL
& NEECK, 2001).

A comunicacdo do neurdnio aferente primario com o secundario
depende da liberacdo de neurotransmissores, sendo que os mais estudados e
provavelmente os mais envolvidos na transmissao nociceptiva sdo o glutamato
(CODERRE, 1993; FUNDYTUS e cols., 2001) e a substancia P (GARRY &
HARGREAVES, 1992).

Da medula espinal (Figura 1), a informacéo nociceptiva ascende para o
encéfalo por algumas vias especificas, dentre as quais a mais importante é a
via espinotalamica, a qual se divide em vias paleoespinotalamica
(filogeneticamente mais antiga), e na via neoespinotalamica (flogeneticamente
mais recente). A via nociceptiva filogeneticamente mais recente responde pela
dor aguda, bem localizada, enquanto a via mais antiga responde pela dor mal
localizada (PURVES e cols., 2001).

Contudo, vérias outras vias ascendentes da dor sdo conhecidas.
Atualmente, temos o0s tratos espinotalamico, espinomesencefalico,
espinorreticular (WILLIS, 1979, 1985; HYLDEN e cols., 1985), espinolimbico,
espinocervical e a via da coluna dorsal pés-sinaptica (WILLIS & WESTLUND,
1997). Os tratos que terminam nos diversos nucleos do tdlamo e da formacao
reticular do tronco encefélico, tais como, o espinotalamico, espinorreticular e
espinomesencefalico, sdo considerados as vias mais importantes na
transmissao aferente da informacao nociceptiva (WILLIS, 1985).

De fato, a funcéo da dor é de sinalizar ao SNC a respeito das condicdes
em que se encontram 0s meios externo e interno do organismo. A este sinal, o

organismo reage de modo a preservar sua integridade fisica, muito embora,



dependendo da duracdo e intensidade, a dor pode representar severa
agressdo ao organismo, influenciando o comportamento do individuo. A
diferenciacao quanto ao tipo de dor baseada em caracteristicas fisiopatolégicas
€ fundamental, visto que o tratamento clinico e sua eficacia, assim como o0 uso
de medicamentos serem especificos para cada tipo de dor.

Por isso, novas abordagens e pesquisas em que se empregam modelos
experimentais que se adequem as situacdes fisiopatoldgicas, como no caso de
ativacdo de processos antinociceptivos apds crises convulsivas, sdo muito

importantes para o entendimento e a elucidagdo dos mecanismos da dor.
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Figura 1- Representacdo esquematica: 1) sistemas ascendentes (via
espinotalamica) da percepcdo da dor (na cor azul): o neurdnio aferente
primario faz conexdo com o segundo neurdnio no corno posterior da medula
espinal que, por sua vez, envia projecées para o nucleo ventral postero-lateral
do talamo, que se conecta com o cértex somatossensorial, regido pela qual é
processada a dor; 2) ativagdo dos sistemas descendentes (na cor vermelha)
gue se originam no coértex somatossensorial e/ou no hipotalamo, e se projeta
para substancia cinzenta periaquedutal, para os ndcleos da rafe, e outros
nucleos da medula oblonga rosto-ventral. Os efeitos antinociceptivos ocorrem
por meio da interface de cada um desses nucleos com o corno dorsal da
medula espinal. PURVES e cols., 2001.



1.2. Analgesia e as Vias Descendentes Inibitorias da Dor

Um importante componente do organismo em situacdes de emergéncia
€ a reducdo da capacidade de perceber a dor (COIMBRA e cols., 1992;
MENESCAL de OLIVEIRA & HOFFMANN, 1993; COIMBRA & BRANDAO,
1997; COIMBRA e cols., 2006; FREITAS e cols., 2009b).

Um individuo exposto a situacfes de perigo iminente, tais como aquelas
gue envolvem a presenca de predadores, ou em que € imprescindivel a
mobilizacdo de mecanismos de defesa, de dominédncia ou de adaptacdo a
situacbes extremas e ameacadoras detectadas no ambiente, urge o
recrutamento de algum sistema que module ou suprima a dor, pois as reacdes
comportamentais recuperativas que seguem a percepcdo da dor seriam
extremamente desvantajosas para a sobrevivéncia do animal.

A dor normalmente promove um conjunto de reflexos de retirada, fuga,
retraimento, entre outros comportamentos recuperativos. Portanto, seria mais
razoavel que essas reacdes fossem suprimidas automaticamente em favor de
respostas mais adaptativas. Se a resposta natural do organismo a situacdes de
emergéncia inclui reducdo na percepcao de impulsos nociceptivos, parece
plausivel que esse sistema enddgeno de inibicdo de dor (Figura 1) seja
recrutado em situacdes aversivas (COIMBRA, 1995; COIMBRA e cols., 2006).

N&o obstante, um animal pode ter algum membro lesado ou, até mesmo,
despertar a atencdo de predadores apds a evocacdo de comportamentos
convulsivos. Sendo assim, a ativacdo de processos antinociceptivos nessas
situacfes pode ser uma adaptacdo bioldégica importante de um animal em
estado ictal ou pos-ictal. As mesmas vias descendentes de inibicdo da dor que

sdo recrutadas em situagOes de perigo iminente podem vir a ser ativada na



vigéncia de quadros convulsivos (COIMBRA e cols., 2001a, b; FELIPPOTTI,
2005; FERREIRA e cols., 2004, 2005, 2010, submetido; De OLIVEIRA e cols.,
2006, 2009; ZANANDREA, 2007; FREITAS e cols., 2004, 2005, 2008, 2009a).
Por outro lado, ndo podemos afastar a possibilidade desse fendmeno
antinociceptivo poés-ictal ser um achado fortuito em decorréncia das ativacdes
andmalas que ocorrem durante o processo convulsivo patoldgico.

A antinocicepcao e a analgesia podem ser definidas como reducao na
resposta dos sistemas sensoriais aos estimulos nociceptivos, e ha relatos de
gue a estimulacédo de determinadas estruturas cerebrais reduz a resposta dos
neurdnios sensoriais do CDME (BASBAUM & FIELDS, 1978).

As vias descendentes (Figura 1) que partem das estruturas
periventriculares ou periaquedutais provavelmente formam parte de um sistema
de controle nociceptivo que modulam a transmissao de impulsos nocivos no
CDME através dos nucleos da rafe localizados na linha média ou paramediana,
guais sejam, o nucleo dorsal da rafe (NDR), o nucleo magno da rafe (NMgR), o
nucleo reticular gigantocelular (NRg), o nucleo reticular paragigantocelular,
parte alfa (NRpga), e, mais lateralmente, o nucleo reticular paragigantocelular
lateral (NRpgl), além do locus coeruleus (LC) (BASBAUM & FIELDS, 1989;
MILLAN 1999, 2002). Além disso, temos, também, o nucleo pré-tectal anterior
(NPtA), que consiste em outra importante estrutura, rica em circuitos opioides e
monoaminérgicos, envolvida com processos antinociceptivos (ROSA e cols.
1998).

Todos esses nucleos recebem projecdes provenientes da substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) (MANTYH, 1983; COIMBRA e cols., 2006) e,

particularmente o LC recebe projec6es da SCP e do NDR, como também do



coliculo inferior (CI) e coliculo superior (CS). Com isso, o LC parece ser uma
estrutura do sistema enddgeno de inibicdo de dor estrategicamente envolvida
na organizagdo da analgesia induzida por crises convulsivas tonico-clonicas
(FERREIRA, 2004; FERREIRA e cols., 2005; FREITAS e cols., 2005;
FERREIRA e cols., 2010, submetido). De fato, a estimulacdo do NDR, uma
regido mesencefalica, situada ventralmente na SCP, que se projeta também ao
NMgR, induz forte analgesia (OLIVERAS e cols., 1979). A partir do NMgR,
fibras serotoninérgicas descem atraves do funiculo dorso-lateral da medula
espinal, com destino ao CDME.

De fato, projecdes serotoninérgicas oriundas do NDR e do NMgR, assim
como projecbes noradrenérgicas do LC podem excitar interneurdbnios
encefalinérgicos inibitorios da substancia gelatinosa no controle da transmissao
nociceptiva localizadas no nudcleo espinal do nervo trigémeo e no CDME
(JESSEL & IVERSEN, 1977; BASBAUM & FIELDS, 1978; MELZACK & WALL,
1982). O mecanismo da inibicdo da informacéo nociceptiva tomaria como base
principalmente o bloqueio do influxo de ion calcio em terminais axdnicos de
neurdnios aferentes primarios, por onde trafegam impulsos nociceptivos,
realizados por neurotransmissores opioides, como a B-endorfina e encefalinas

(MUDGE e cols., 1979).



1.3. Substancia Cinzenta Periaquedutal e Antinocicepcéo

1.3.1. Neurotransmissdo Opioide e Serotoninérgica

A SCP é uma estrutura constituida por pequenos neurdnios, 0s quais
circundam o aqueduto mesencefalico (Sylvius) e que, ao longo dos processos
evolutivos sofreu poucas alteracdes (CARRIVE, 1993).

A SCP ndo é uma estrutura homogénea, uma vez que varios estudos
mostram que reacOes distintas como reacdes defensivas, mediacdo da
analgesia e alteragbes cardiovasculares podem ser evocadas em diferentes
sitios ao longo de suas varias regibes, sendo que a sua especificidade
anatdémica e funcional pode ser organizada em 4 colunas longitudinais que se
estendem ao longo do eixo rostro-caudal: as colunas dorso-medial, dorso-
lateral, lateral e ventro-lateral (CARRIVE, 1993; BANDLER e cols., 2000).

A SCP foi uma das primeiras regides a serem implicadas na modulacéo
da dor (REINOLDS, 1969; MAYER e cols., 1971). Processos antinociceptivos
podem ser gerados em todas as regides da SCP, apesar de haver relatos na
literatura evidenciando que a analgesia elaborada pela regido SCPvl é mais
expressiva (GEBHART & TOLEIKIS, 1978). Nao obstante, a SCPdm e a SCPdI
também possui papel importante na elaboracdo da antinocicepcdo (COIMBRA
e cols., 1992; COIMBRA & BRANDAO, 1997; COIMBRA e cols., 2006).

A estimulacdo da SCPvl estd associada a ativacdo da analgesia que é
mediada principalmente pela neurotransmissdo opioide, sendo que a
estimulacdo da coluna dorsal da SCP produz analgesia possivelmente mediada

por neurotransmissao nao-opioide (KEAY & BANDLER, 2004).
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De fato, a SCP encontra-se envolvida ndo somente em processos
antinociceptivos de natureza opioide (NICHOLS e cols., 1989), mas também
serotoninérgica (COIMBRA e cols., 1992; COIMBRA & BRANDAO, 1997).
Recentemente, foi demonstrada a presenca de neurdnios positivos para leu-
encefalina e beta-endorfina (EICHENBERGER e cols., 2002; OSAKI e cols.,
2003) e também positivos para serotonina nas colunas dorsais e ventrais da
SCP, assim como nas camadas profundas do coliculo superior (CPCS) e nas
camadas intermediérias do CS (CICS) (COIMBRA e cols., 2006).

N&o obstante, estudos em que se utilizaram neurotracadores tém
demonstrado profusas conexdes partindo das CPCS, do Cl e da SCP, em
direcdo ascendente e descendente, permitindo o estabelecimento de sinapses,
entre si e, também, em nudcleos da formagéao reticular, como o NMgR e o NRpg
(dois importantes sitios que participam da elaboracdo da analgesia), os quais
se projetam ao CDME (RIBEIRO e cols., 2005; COIMBRA e cols., 2006).

O fato de que a microinjecdo de opioides (MURFIN e cols., 1976) ou a
estimulacéo elétrica da SCP geram analgesia (através de vias que compdem o
funiculo dorso-lateral) e hiperpolarizam alguns neurdnios localizados no CDME
(LIEBESKIND e cols., 1973) vai ao encontro do ponto de vista de alguns
autores de que analgesia opioide e analgesia induzida por estimulacéo elétrica
da SCP possuem um substrato neural comum (MAYER & LIEBESKIND, 1974;
MAYER & HAYES, 1975; MAYER & PRICE, 1976).

O substrato anatdbmico dessas duas formas de analgesia pode,
entretanto, ndo ser completamente similar. Em alguns estudos encontrou-se
gue ha sitios na SCP que sdo mais propensos a analgesia induzida por

estimulacdo elétrica do que a uma analgesia induzida por ativacdo de
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mecanismos estritamente opioides, pois esses efeitos podem ser
antagonizados pela deplecdo de monoaminas (TENEN, 1968).

Sendo assim, estudar os mecanismos opioides e serotoninérgicos que
tém sido implicados na elaboracao de outro tipo de antinocicepcao, a analgesia
induzida por crises convulsivas (COIMBRA e cols., 2001a, b; FELIPPOTTI,
2005; FERREIRA, 2004; FERREIRA e cols., 2005, 2010, submetido; De
OLIVEIRA e cols., 2006; FREITAS e cols., 2005, 2008, 2009a) pode nos trazer

dados interessantes no estudo da neuroquimica da antinocicepc¢ao.

1.4. Locus Coeruleus e Antinocicepcao

1.4.1. Neurotransmissdo Opioide e Serotoninérgica

O LC apresenta distintos conjuntos de nudcleos noradrenérgicos
ventrolateralmente localizados em relacdo ao eixo mediano e tem relacao de
proximidade ao IV ventriculo no tegmento pontino (FOOTE e cols., 1983). O LC
projeta-se para muitos nucleos encefalicos, modulando, assim, suas funcdes
sobre a nocicepcao (TSURUOKA e cols., 2003; VOISIN e cols., 2005).

Uma das mais importantes funcdes do LC é a modulacdo da dor, pois
sua estimulacao elétrica promove liberacéo espinal de norepinefrina (HENTALL
e cols., 2003) e antinocicepcdo (JONES & GEBHART, 1986), que é atenuada
pela administracdo espinal de antagonistas de receptores a,-noradrenérgicos
(PERTOVAARA, 2006).

De fato, neurdnios noradrenérgicos sao encontrados em duas areas do
neuroeixo: no LC e no grupo tegmental lateral, sendo que grande parte deles

esta localizada no LC (WEIYA & JAMES, 2003). Muito embora as conexdes
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noradrenérgicas entre o LC e a medula espinal sejam de crucial importancia no
controle da atividade das vias ascendentes nociceptivas (BASBAUM & FIELDS,
1989), é possivel que parte do seu efeito controlador de sensacdes algicas
possa ser decorrente da acdo de vias monoaminérgicas descendentes sobre
interneurdnios opioides localizados no CDME (VOGHT,1954).

Realmente, o LC pode ser uma via de saida do sistema enddgeno de
inibicdo da dor, enviando projecGes para o CDME. Nao obstante, este nucleo
pontino recebe projecbes das CPCS, do CI, assim como da SCP e do NDR
(FREITAS e cols., 2005); aferéncias, cujos botdes terminais podem conter
peptideos opioides enddgenos e serotonina. Com efeito, ha evidéncias de que
redes neurais preponderantemente formadas por neurénios monoaminérgicos,
como por exemplo, no LC, sdo moduladas pela agdo de neurotransmissores
em receptores opioide pu e 5 (PAN e cols., 2002; STONE & WILCOX, 2004).

De fato, foi demonstrado que a noradrenalina, esse relevante
neurotransmissor do sistema enddgeno de inibicdo da dor, inibe a transmisséo
nociceptiva ascendente, bem como potencializa a analgesia dos opioides e
intensifica parte dos efeitos antinociceptivos dos antidepressivos triciclicos,
através da interacdo com a neurotransmissao serotoninérgica (LUC e cols.,
2002).

Considerando o LC, um importante nucleo do sistema enddgeno de
inibicdo de dor, que pode se apresentar como uma via de saida de projecéo
noradrenérgica para o CDME na modulacdo da dor, o presente trabalho
pretende estudar o papel das aferéncias opioides e serotoninérgicas ao LC,

gue possivelmente sao oriundas das CPCS, do CI e das diversas colunas da
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SCP (EICHENBERGER e cols., 2002; OSAKI e cols., 2003; FREITAS e cols.,

2005; COIMBRA e cols., 2006) durante a elaboracdo da analgesia pos-ictal.

1.5. Formacgé&o Hipocampal e Antinocicepc¢éo

1.5.1. Neurotransmissédo Colinérgica Muscarinica e Nicotinica

A formacdo hipocampal (FH) é uma estrutura bilateral de origem
prosencefdlica que faz parte do sistema limbico, o qual é formado por
estruturas cerebrais filogeneticamente mais antigas que 0 neocértex
(DOUGLAS, 1967).

De acordo com alguns autores, a FH é formada pelo giro denteado [GD,
gue sédo divididos em trés camadas: camada molecular, camada de células
granulares e camada polimorfica (hilo)], as digitacdes do hipocampo ou cornos
de Amon, que séo divididos em trés campos (CAl, CA2 e CA3), o cortex
entorrinal, o subiculo, pré-subiculo e parasubiculo, que sdo algumas vezes
agrupados como complexo subicular (OJIKA e cols., 2000; WITTER &
AMARAL, 2004).

Grande parte da informacao do hipocampo flui através de um circuito tri-
sinaptico. Neste circuito, a principal via de entrada para o hipocampo € a via
perfurante formada pelos axbénios dos neurbnios, cujos corpos celulares
encontram-se nas camadas Il e Il do cértex entorrinal. Os axodnios da via
perfurante fazem sinapse com os neurénios das células granulosas do GD, as
guais mandam prolongamentos até as células piramidais da regido CA3

constituindo as fibras musgosas (WITTER & AMARAL, 2004).
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Parte dos axonios dos neurbnios piramidais da regiao CA3 forma as
colaterais de Schaffer, as quais fazem sinapse com as células piramidais do
CAL, cujos axdnios mandam a informacao para o subiculo e para camada V do
coértex entorrinal. Outra parte das células piramidais do CA3 manda informacgéao
para o hipocampo contralateral, assim como outras estruturas do cérebro

(WITTER & AMARAL, 2004) (Figura 2).
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FIGURA 2- Esquematizacdo do fluxo de impulsos nervosos no hipocampo,
suas aferéncias, eferéncias e suas diversas regides. Abreviacbes: Via
perfurante (PP) porcao lateral (LPP) e porcdo medial (MPP); camadas Ill/IV do
cortex entorrinal; giro denteado (DG); colaterais de Schaffer (SC); via
comissural associativa (AC); cortex entorrinal medial (MEC) e cortex entorrinal
lateral (LEC) (CUNHA, 2008).

Cerca de 90% das células hipocampais sdo excitatorias, fazendo parte
desta populacéo as células piramidais dos CA1-3, células granulosas do GD e
as células musgosas. Apenas 10% das células hipocampais sao inibitérias, as
guais sdo interneurdnios localizados, sobretudo, na regido do hilus. Devido a

natureza bioquimica de suas células e o arranjo de sua circuitaria, 0 hipocampo
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€ uma das estruturas mais vulneraveis aos insultos neuroldgicos, tais como:
trauma, isquemia e Status Epilepticus (NADLER, 2003; ZHOU e cols., 2007).

Desta forma, varios estudos descrevem a extensa perda dos neurdnios
piramidais do CAl, CA3 e hilus. Além do mais, 0os axdnios remanescentes
destas regides crescem e re-estabelecem contatos sinapticos em um processo
denominado brotamento, inicialmente observado no final dos anos 60 pelos
pesquisadores Carl Cotman & Gary Lynch (para revisdo veja COTMAN &
LYNCH, 1989).

O hipocampo pode ser diferenciado anatomicamente ao longo do seu
eixo dorso-ventral (JAY & WITTER, 1991; VERWER e cols.,, 1997). O
hipocampo ventral (Hv) conecta-se com o cortex pré-frontal (CPF), NDR,
complexo amigdaldide, na sua porcdo basolateral (SWANSON & COWAN,
1977, VERTES e cols., 1999; PITKANEN e cols., 2000; PETROVICH e cols.,
2001) e areas hipotalamicas (JACOBSON & SAPOLSKY, 1991; WITTER &
AMARAL, 2004). O hipocampo dorsal (Hd) possui conexdes com o0 cortex
entorrinal, area septal lateral (ASL), hipotalamo, complexo amigdaléide e
nucleo mediano da rafe (NMdR) (SWANSON, 1977; VERTES, 1991; FUCHS e
cols., 2007).

Ha relatos na literatura implicando o Hd na elabora¢édo do aprendizado e
memoria (JARRARD, 1993; WITTENBERG & TSIEN, 2002; WHITLOCK e
cols., 2006). O Hd também esta envolvido na modulacéo de diferentes tipos de
comportamentos, como o defensivo (PENTKOWSKI e cols., 2006), social
(GARRITANO e cols., 1996), exploratério (ALVAREZ & BAZAN, 1985) e de

alerta (MIYASHITA & WILLIAMS, 2004). Além disso, a FH também esta
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implicada em estados emocionais como medo condicionado e estresse
(MURAKAMI e cols., 2005; TRIVEDI & COOVER, 2006).

Uma das primeiras citacbes sobre a participacdo do hipocampo na
modulacdo limbica das informa¢des dolorosas foi reportada por LICO e
colaboradores (1974). Além disso, estudos neuroanatbmicos e de
neuroimagem também demonstraram a participacdo do hipocampo no
processamento central da dor e na elaboracdo da analgesia (LATHE, 2001;
PLOGHAUS e cols., 2001).

Aloisi e colaboradores (1993) mostraram que a injecdo subcutanea de
formalina na pata traseira do rato induz comportamento nociceptivo persistente,
e também observou diminuicdo prolongada na atividade da enzima que
sintetiza a acetilcolina, a acetiltransferase localizada no Hd.

A participacdo do sistema colinérgico hipocampal no processamento da
informac&o nociceptiva tem sido sugerida, visto que a injecdo de formalina
(CECCARELLI e cols., 1999) e o choque nas patas (DONG e cols., 2004)
causam estimulo nocivo tonico e promovem aumento na liberacdo de
acetilcolina no hipocampo de ratos. Além disso, a acetilcolina e os receptores
colinérgicos muscarinicos localizados na area CA1 do hipocampo possui papel
importante na elaboracéo da analgesia (YANG e cols., 2008).

Ndo obstante, a via septo-hipocampal origina-se no complexo
compreendido pela area septal medial/banda diagonal de Broca (ASM/BDB) e
tem como seus principais neurotransmissores a acetilcolina, seguido pelo
GABA e glutamato (WAINER e cols., 1985; BRASHEAR e cols., 1986; SOTTY

e cols., 2003).
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Ha também evidéncias da participacdo do sistema colinérgico do
hipocampo na modulagéo da resposta defensiva como a imobilidade tbnica
(IT), visto que a microinjecdo de carbacol, um agonista muscarinico, promove
diminuicdo dessa resposta comportamental, enquanto que a atropina, um
antagonista muscarinico, promove aumento (BAPTISTA, 2000).

De fato, a estimulacdo do Hd de ratos produz antinocicepcao que nao é
acompanhada por respostas defensivas (PRADO & ROBERTS, 1985;
BRANDAO e cols., 1991; FAVARONI & MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008). A
microinjecao de lidocaina, um anestésico local, no giro denteado do hipocampo
reduz os indices de dor, enquanto que estimulos dolorosos produziram
mudancas na atividade neuronial no hipocampo. Foi também demonstrado que
35% das células piramidais do CAl ndo soO respondem a estimulacdo nociva
periférica, como também sdo capazes de codificar a intensidade da
estimulacdo (MELZACK, 1999).

Sendo assim, um dos objetivos do presente trabalho € investigar as
conexdes neuroanatbmicas a partir do Hd, assim como o papel de seus
receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos na elaboragcédo de processos

antinociceptivos induzidos por crises convulsivas tonico-clénicas.

1.6. Epilepsia

1.6.1. Modelo Experimental de Crises Convulsivas Ténico-Clonicas

A palavra epilepsia € derivada do grego “epilambaneim” e significa

“possuir’, “apossar-se de“ ou “acometer” (TILELLI e cols., 2003). Epilepsia

designa um conjunto de eventos caracterizado pela ocorréncia de crises
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convulsivas espontaneas e recorrentes (TUNNICLIFF, 1996), que afetam cerca
de 50 milhdes de pessoas no mundo (LOSCHER, 1998).

As crises epilépticas sdo provocadas por descargas anormais,
excessivas, hiperssincrénicas e transitorias de grupos de células nervosas
(crises localizadas) ou de ambos os hemisférios cerebrais (crises
generalizadas). O termo crise convulsiva s6 é aplicado quando a principal
manifestacdo da crise € de carater motor, haja vista a possibilidade de também
ocorrer manifestacdes sensoriais, autondmicas e psiquicas (ENGEL, 1993;
TILELLI e cols., 2003).

Alguns insultos ao SNC podem gerar crises convulsivas, sem, contudo,
caracterizar uma epilepsia. A epilepsia e a convulséo per se, portanto, apesar
de possuirem possiveis mecanismos em comum, possuem importantes
diferencas conceituais (AUER & SIESJO, 1988).

Devido a questdes de carater ético que limita abordagens invasivas no
homem, torna-se muito dificil a pesquisa das bases neurais da epilepsia em
seres humanos, por isso, o estudo das epilepsias tem sido dependente do uso
de modelos experimentais.

As ferramentas disponiveis da atualidade sdo o eletrochoque
(BROWNING e cols., 1990), modelos genéticos, como os animais audiogénicos
(JOBE e cols., 1986; VERGNES e cols., 1987; JOBE e cols., 1991; GARCIA-
CAIRASCO e cols.,, 1994, 1996a,b), estimulacdo elétrica ou lesdes
(GODDARD, 1969; RACINE, 1972; CAVALHEIRO e cols., 1991; STARR &
STARR, 1993) de areas especificas, como amigdala lateral e hipocampo.

Ha, também, modelos de inducdo de crises convulsivas através da

administracao, por via intraperitoneal de drogas, como o pentilenotetrazol (PTZ)
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(BROWNING e cols., 1990; DE LIMA & RAE, 1991; OLIVEIRA e cols., 2008;
HOSSEINI e cols., 2009) e o acido cainico, e modelos proé-convulsivos tépicos,
nos quais a penicilina, a bicuculina (HUXTABLE & LAIRD, 1978) e a picrotoxina
(REIGEL e cols., 1995) séo utilizadas.

Dentre os fatores determinantes das epilepsias, sabe-se que disfuncdes
no balango quimico de neurotransmissores podem ser os fatores determinantes
tanto do desenvolvimento como da manutencdo de atividade elétrica
epileptiforme. Estima-se que cerca de 60-70% das sinapses no sistema
nervoso central de mamiferos seja do tipo GABAérgica, o que torna 0 GABA o
principal neurotransmissor inibitério no cérebro (ANDERSON e cols., 2001;
BELEBONI e cols., 2004).

O GABA é um transmissor inibitério que esta envolvido em diferentes
mecanismos fisioldgicos e comportamentais, incluindo atividade locomotora,
comportamento de defesa induzido pelo medo, comportamento agressivo,
comportamento sexual, humor, regulacdo de respostas cardiovasculares e
térmicas e da sensibilidade a dor. A diminuicAo na neurotransmissao
GABAérgica tem sido envolvida na etiologia de varias doencas neurolégicas,
como a epilepsia, pois a atividade desse sistema transmissor esta
anormalmente baixo nos individuos epilépticos (MANYAM e cols., 1980).

Tém sido demonstrado modelos de inducdo de crises agudas com
administracbes em dose Unica de PTZ, um antagonista nao-competitivo
GABAérgico que nao interage diretamente com o receptor do GABA, mas sim
bloqueia o influxo de CI" mediado pelo GABA (SCHOFIELD, 1987; DE LIMA &
RAE, 1991). A administracdo do PTZ em doses elevadas induz crises

convulsivas tonico-clénicas generalizadas (LUTTJOHANN e cols., 2008;
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OLIVEIRA e cols., 2008; HOSSEINI e cols.,, 2009) em ratos, e esse
procedimento tornou-se bastante apropriado para a afericdo da oscilagdo dos
limiares nociceptivos apés as crises (COIMBRA e cols.,, 200la,b; DE
OLIVEIRA, e cols.,, 2006; FERREIRA, 2004, 2005, 2010, submetido;
FELIPPOTTI, 2005; SHIMIZU-BASSI & COIMBRA, 2006; ZANANDREA, 2007,
FREITAS e cols., 2004, 2005, 2008, 2009a; DE OLIVEIRA, 2009).

André e colaboradores (1998) estudaram, por meio da analise da
expressdo da proteina c-fos no cérebro, a ativacdo encefélica apds crises
convusivas induzidas pelo PTZ. Em uma dose subconvulsivante (4 mg/kg), o
PTZ administrado por via intraperitoneal (IP), induziu aumento da expressao da
proteina c-fos no talamo e no hipotalamo. Aumentando progressivamente a
dose de PTZ para 20-35 mg/kg administrado por via IP, os animais tiveram
crise de auséncia, e houve expressao da proteina c-fos no cortex cerebral,
complexo amigdaldide, septo e regides do teto mesencefalico.

Quando fora administrado (IP) o PTZ na dose entre 45-85 mg/kg, os
animais evocaram crises convulsivas clénicas e houve expressao da proteina
c-fos nas areas citadas anteriormente, além do neoestriado, nucleo acumbens
e hipocampo, exceto a regido CAL. A administracédo (IP) do PTZ na dose entre
100-125 mg/kg produziu crises convulsivas ténico-clénicas culminando com a
expresséo da proteina c-fos em todo o cérebro (ANDRE e cols., 1998; EELLS e
cols., 2004).

Além disso, Del Bel e colaboradores (1998) mostraram ativacdo da
proteina c-fos no GD do hipocampo, no cortex piriforme, no cértex frontal e

retroesplénico, na habénula, no complexo amigdaléide e nos ndcleos
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paraventriculares do hipotdlamo apds a inducdo de crises convulsivas por meio
da administracao IP de PTZ na dose de 64 mg/kg.

Como ha evidéncias de que o sistema GABAérgico do Hd exerce, ao
lado de ndo menos importantes mecanismos glutamatérgicos e colinérgicos,
um papel determinante na ativacao e na elaboracéao de crises convulsivas (XU
e cols., 2004; GUTIERREZ, 2005; NI e cols., 2005), é possivel que o Hd
apresente-se como um provavel sitio da acdo convulsivante do PTZ (DEL BEL
e cols., 1998), muito embora ndo possamos afastar a possibilidade de que sua
administracdo por via periférica venha a influenciar as redes neurais de
estruturas mais caudais do neuroeixo, como a SCP e 0s corpos quadrigémeos
(CS e CI), também ricas em receptores GABAérgicos (ISHIDA e cols., 2002;
GRIFFITHS & LOVICK, 2002; PERUZZI & DUT, 2004).

O presente trabalho pretende utilizar uma classica ferramenta
farmacologica que consiste no bloqueio dos canais de cloreto ligados aos
receptores GABA do tipo A, através de administracdos por via intraperitoneal
de PTZ na dose de 64 mg/kg para a inducdo de crises convulsivas tdnico-

clénicas e, assim, avaliar a oscilacdo do limiar nociceptivo pos-ictal.

1.7. Analgesia Pos-Ictal

1.7.1. Bases Neurais e Psicofarmacolégicas da Analgesia Pés-Ictal

Estudos neurais e hormonais segundo os quais injecGes bilaterais de
agonistas GABA dentro do sistema nervoso possuem a propriedade de
deprimir crises convulsivas (DINGLEDINE e cols., 1977; RODRIGUES, e cols.,

2004), sustentam a hipétese de que a saida nigral deve funcionar como um
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mecanismo de barreira para as crises convulsivas generalizadas (DINGLEDINE
e cols., 1977, RODRIGUES, e cols., 2004). De fato, alguns autores tém
argumentado que mecanismos GABAérgicos da substancia negra (SN) estao
envolvidos no controle de crises convulsivas generalizadas (DINGLEDINE e
cols., 1977; GARCIA-CAIRASCO & SABBATINI, 1991; TSUTSUI e cols., 1992;
DORETTO & GARCIA-CAIRASCO, 1995; RODRIGUES, e cols., 2004).

Esta bem estabelecido que os neurdnios GABAérgicos do estriado que
enviam conexfes a SN (RINNVIC e cols., 1976; OERTEL e cols., 1981;
RIBEIRO e cols., 2005) exercem influéncia inibitéria sobre a parte reticulada
(SNpr) dessa estrutura (PRESCHT & YOSHIDA, 1971; DRAY e cols., 1976;
SILVA e cols., 2009). A SNpr envia projecdes também GABAérgicas aos
corpos quadrigémeos (COIMBRA e cols., 1989; COIMBRA & BRANDAO,
1993), e essas regides induzem crises convulsivas em roedores quando
estimuladas (TERRA & GARCIA-CAIRASCO, 1992; GARCIA-CAIRASCO e
cols., 2002).

No que se refere ao homem, Guie e colaboradores (1992) relataram pela
primeira vez que pacientes com epilepsia do lobo temporal recrutavam
mecanismos nao-opioides de inibicdo de dor.

Em animais, ha relatos na literatura mostrando a existéncia de analgesia
induzida pela estimulacéo de estruturas limbicas, o que foi relacionado com a
ativacdo de neurbnios semelhantes aqueles ativados durante crises
convulsivas (ABBOTT & MELZACK, 1978).

Foi postulado que a analgesia induzida por crises convulsivas era
mediada por mecanismos opioides e nao-opioides (CALDECOTT-HAZARD e

cols., 1982). Corroborando a literatura, foi mostrado que repetidas estimulacdes
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que resulta em um modelo de kindling farmacolégico elevam o limiar
nociceptivo dos animais, e que parte dessa analgesia é mediada pela
neurotransmissao opioide, visto que a naloxona (um antagonista nao-seletivo
de receptores opioides) bloqueou a analgesia ap0s as crises convulsivas
(CALDECOTT-HAZARD & LIEBESKIND, 1982).

Contudo, Coimbra e colaboradores (2001a, b) e Freitas e colaboradores
(2004, 2005) realizaram estudos em modelo de epilepsia experimental
evidenciando a evocacdo de uma persistente antinocicep¢do pos-ictal, com
duragdo entre 90 a 120 minutos apds o fim as crises convulsivas tonico-
clénicas generalizadas induzidas pela administracdo por via intraperitoneal de
PTZ (na dose de 64 mg/kg).

Nos estudos citados acima, também foi elucidada a participacdo de
diversos neurotransmissores na elaboragcdo da antinocicep¢cédo pos-ictal, como
0S receptores opioides, serotoninérgicos e noradrenérgicos, além dos
colinérgicos, visto que a administracao por via intraperitoneal dos antagonistas
farmacoldgicos utilizados diminuiu a analgesia pés-ictal (COIMBRA e cols.,
2001a,b; FREITAS e cols., 2004, 2005).

Em um estudo neuroanatbmico realizado por Freitas e colaboradores
(2005), através da microinjecdo do neurotracador fast blue no tronco
encefadlico, foi demonstrada profusa interconexdo entre 0S coOrpos
guadrigémeos (CS e CI), a SCP, o NDR e o LC. De fato, o LC parece
apresentar-se como uma importante via de saida para o sistema endoégeno de
inibicdo de dor no que se refere a atividade de redes neurais situadas no

mesencéfalo dorsal e no préprio NDR.
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Ja que o CI (GUIEU e cols., 1992; CARDOSO e cols., 1992; TERRA &
GARCIA-GARCIA, 1994; N'GOUEMO & FAINGOLD, 1996) e o CS
(N'GOUEMO & ROUDUIN, 1990, TSUTSUI e cols., 1992; RIBAK e cols., 1997)
encontram-se envolvidos em atividades epileptogénicas, o teto mesencefalico
pode desempenhar um papel importante na organizacdo e elaboracdo de
estados antinociceptivos pos-ictais, mediadando a analgesia através de
estruturas ricas em serotonina (por exemplo, o0 NDR) e ricas em noradrenalina
(por exemplo, o LC), como sugeridas por abordagens interdisciplinares de
sistemas neurais monoaminérgicas do neuroeixo (FERREIRA, e cols., 2004,
2005; FREITAS e cols., 2005, 2008, 2009a).

A participacédo neurofisiolégica das redes neurais do LC (FERREIRA, e
cols., 2004, 2005, 2010, submetido), do NDR (FREITAS e cols., 2005, 2008),
do complexo NRg/NPg, do NMgR (DE OLIVEIRA e cols., 2006), do NPtA
(ZANANDREA, 2007) e do nucleo tegmentar pedunculo-pontino (NTPP) (DE
OLIVEIRA, 2009) foi estudada através da microinjecdo do acido iboténico
nesses sitios neuroanatdbmicos, tendo sido observado reducdo da
antinocicepcao pos-ictal apos lesbes neurotoxicas locais.

A neurotransmissao opioide e a ativacdo do receptor do tipo y; nas redes
neurais do Cl (FELIPPOTTI, 2005) e do NPtA (ZANANDREA, 2007) tém
participacédo importante na mediacdo dos processos antinociceptivos pos-ictais.
Além disso, foi mostrada a participacdo de mecanismos serotoninérgicos, e de
receptores serotoninérgicos 5-HTa2c do NPtA na elaboracdo da analgesia pos-
ictal (ZANANDREA, 2007).

Estudou-se, ainda, o envolvimento da neurotransmissao serotoninérgica,

e da participacao dos receptores do tipo 5-HT,a2c (FREITAS e cols., 2008) e 5-
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HTians, 5-HTe € 5-HT; (FREITAS e cols., 2009a) localizados no NDR na
organizagdo da analgesia poés-ictal, assim como a participacdo da
neurotransmissao noradrenérgica nesse fendbmeno antinociceptivo, elucidando
o envolvimento dos receptores a e [(-adrenérgicos localizados no LC
(FERREIRA e cols., 2005; 2010, submetido) na elabora¢édo da analgesia poés-
ictal.

O envolvimento da neurotransmissdo colinérgica muscarinica e
nicotinica do NTPP (SHIMIZU-BASSI e cols., 2006), assim como no NMgR,
NDR e LC na elaboracdo da analgesia pds-ictal (DE OLIVEIRA, 2009) foi
recentemente abordado pela mesma equipe.

Em resumo, h& na literatura criteriosos estudos que tratam da analgesia
induzida por crises convulsivas, onde as contribuicdes do grupo de pesquisa,
liderado pelo Professor Coimbra tém ampliado significativamente a
compreensao das bases neurais e psicofarmacologicas da analgesia pos-ictal
(veja tabela 10, no apéndice).

Contudo, é preciso ter em mente que a analgesia que segue as crises
convulsivas induzidas experimentalmente ou por processos nhaturais ainda
necessita ser mais bem elucidada, assim como o substrato neural desse
processo de inibicdo de dor e o recrutamento dos receptores colinérgicos,
opioides e serotoninérgicos pelas redes neurais envolvidas nesse fenbmeno
antinociceptivo.

O estudo da inativagdo de vias colinérgicas, opioides e
monoaminérgicas tanto prosencefalicas, como mesencefalicas e pontinas, com
cloreto de cobalto, uma substancia que bloqueia n&o-seletivamente a

neurotransmissao através da supressao da atividade de canais de célcio nos
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terminais pré-sinapticos (KRETZ, 1984; RESSTEL e cols., 2008), pode nos
trazer importantes subsidios para determinar o envolvimento de aferéncias
possivelmente colinérgicas para o Hd (BLAND e cols., 2005), de neurbnios
opioides (OSAKI e cols., 2003) e serotoninérgicos (COIMBRA e cols., 2006) da
SCPdm e da SCPvI, e de aferéncias possivelmente serotoninérgicas e opioides
(PAN e cols., 2002; STONE & WILCOX, 2004) para o LC na elaboracdo da
antinocicep¢ao que segue crises convulsivas.

O melhor entendimento do mecanismo farmacolégico de controle da
atividade das vias descendentes que promovem a inibicho das vias
nociceptivas, assim como 0 preciso conhecimento da origem de cada uma
dessas projecOes em areas suprassegmentares, e a participacao de receptores
colinérgicos, opioides e serotoninérgicos nesse interessante processo
antinociceptivo ampliardo 0s conhecimentos atuais dos processos de
modulacdo da sinapse entre o primeiro e 0 segundo neurdnio das vias da dor,
permitindo, no futuro, melhor abordagem terapéutica das sensacdes algicas.

Com isso, o presente trabalho pretende dar um passo adicional na busca
dos substratos neuroanatbmicos das conexdes com 0 hipocampo, assim como
estudar o envolvimento de circuitos colinérgicos muscarinicos e nicotinicos do
Hd, e de circuitos opioides e serotoninérgicos da SCPdm, da SCPvl e do LC no
processo antinociceptivo evocado por crises convulsivas ténico-clonicas

generalizadas induzidas pelo PTZ.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

v Estudar as bases neuroanatémicas das conexfes com hipocampo dorsal
(Hd), assim como as bases neurofisioldgicas e psicofarmacolégicas do Hd, das
colunas dorso-medial (dm) e ventro-lateral (vl) da substancia cinzenta
periaquedutal (SCP) e do locus coeruleus (LC) na analgesia induzida por crises

convulsivas ténico-clonicas generalizadas.

2.2. Objetivos Especificos

1. Investigar a anatomia conectiva existente entre o Hd com areas corticais,
assim como a area septal lateral (ASL) e area septal medial (ASM), a banda
diagonal de Broca (BDB) e nucleos da formacéao reticular, tais como o0s nucleos
da rafe (NR) e o LC possivelmente envolvidos na organizacdo da analgesia

pos-ictal;

2. Avaliar a influéncia de componentes neurais do hipocampo e do sistema
enddégeno de inibicdo de dor no controle da antinocicepcdo, por meio da
microinjecado do cloreto de cobalto no Hd, na SCPdm, na SCPvl e no LC, e
avaliando-se o efeito do blogueio de sinapses nesses diferentes substratos

neuroanatémicos sobre a elaboracdo da analgesia pos-ictal;
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3. Investigar o envolvimento do sistema colinérgico na analgesia poés-ictal
através de microinjec6es no Hd de um antagonista de receptores muscarinicos,
como a atropina, e de um antagonista de receptores nicotinicos, como a

mecamilamina;

4. Investigar o envolvimento do sistema opioide na analgesia poés-ictal
através de microinjecfes de antagonista ndo-seletivo de receptores opioides,
como a naltrexona, e de um antagonista seletivo de receptores p;-opioide,
como a naloxonazina, avaliando-se o efeito desse procedimento realizado na

SCPdm, na SCPvI e no LC sobre a organizacéo da analgesia pos-ictal;

5. Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico na analgesia pos-
ictal através de microinjecdes de um antagonista serotoninérgico nao-seletivo,
como a metisergida, e de um antagonista com maior afinidade para receptores
serotoninérgicos 5-HT,a/2c, cOMoO a cetanserina, avaliando-se o efeito desse
procedimento realizado na SCPdm, na SCPvl e no LC sobre a elaboracdo da

analgesia pos-ictal;

6. Caracterizar as crises convulsivas induzidas pelo PTZ, determinando
sua laténcia, duracdo e gravidade apés o pré-tratamento do sistema nervoso
com cloreto de cobalto (no Hd, na SCPdm, na SCPvl e no LC) e dos
antagonistas colinérgicos (no Hd), opioides e serotoninérgicos (na SCPdm, na

SCPvl e no LC).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus, Rodentia, Muridae),
de linhagem Wistar, pesando entre 220-250 g. Esses animais foram alojados
em caixas com dois exemplares, e ficaram acondicionados sob ciclo
claro/escuro de 12 / 12h (luzes ligadas as 7h), e com temperatura entre 22-
23°C, sendo-lhes permitido livre acesso a comida e agua, durante todo o
experimento, a ndo ser durante os registros comportamentais. Os experimentos
realizados estdo de acordo com os principios éticos elaboradas pela Comissao

de Etica em Experimentagio Animal da FMRP-USP (processo: 015/2005).

3.2. Teste Nociceptivo

Todos os ratos tiveram seus limiares nociceptivos aferidos, utilizando-se
para o isso o teste de retirada de cauda. Cada animal foi colocado em uma cela
de contencdo com paredes de acrilico, e teve sua cauda disposta sobre o
sensor de uma fonte de calor (Tail-Flick Instrument; Stoelting) cuja elevacéo
progressiva de calorimetria foi automaticamente interrompida tdo logo o animal
retirava a cauda do dispositivo. Um pequeno ajuste da intensidade e corrente
pode ser realizado, quando necessario, no inicio do experimento, com o
propdsito de se obterem trés laténcias consecutivas de retirada de cauda

(LRC), entre 2,5 e 3,5 segundos. Caso o animal ndo removesse a cauda da
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fonte de calor dentro de 6 segundos, o dispositivo era desligado para prevenir
danos teciduais.

A linha de base foi formada pela média de trés LRC, tomadas em
intervalos de 5 minutos antes das microinjecdes de drogas. O limiar nociceptivo
foi igualmente aferido em seqiiéncia as crises convulsivas induzidas pelo PTZ

(64 mg/kg, IP).

3.3. Procedimentos Cirurgicos

Os animais foram anestesiados com uma solugéo na proporcéo de 0,1
ml de cetamina a 10% (Agener, na dose de 25 mg/kg,IP) para 0,2ml de xilasina
a 4% (Dopaser, na dose de 10 mg/kg, IP), e levados a um aparelho
estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabecas foram fixadas pelo
rochedo temporal e incisivos superiores. Antes da exposicdo da calota
craniana, a pele e o tecido subcutaneo foram anestesiados com solucdo de
lidocaina a 2% (0,1 mL, s.c.). O periosteo foi retirado, e a calota craniana
tratada com H,O; a 10%.

Uma canula-guia, confeccionada a partir de agulhas de injecéao
hipodérmica (diametro externo= 0,6 mm; diametro interno= 0,4 mm), foi
implantada unilateralmente e direcionada para o Hd, segundo coordenadas
AP= -2,.80 mm, ML= 2,5 mm, DV= 2,8 mm, ou para a SCPdm, segundo
coordenadas AP= -6,30 mm, ML= 0,2 mm, DV= 3,8 mm, ou para a SCPvI,
segundo coordenadas AP= -7,80 mm, ML= 0,6 mm, DV= 5,0 mm, ou para o
LC, segundo coordenadas AP= -9,68 mm, ML= 1,4 mm, DV= 6,0 mm,

tomando-se o bregma como referéncia, e estando a sutura lambdoide e
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bregmatica em um mesmo plano horizontal, de acordo com o Atlas de Paxinos
e Watson (1997).

Depois de implantada, a canula-guia foi fixada na calvaria por uma
prétese de acrilico autopolimerizavel que, por sua vez, foi ancorada por dois
parafusos de fornitura de ago inoxidavel. Ao fim do procedimento cirurgico, foi
administrado por via intramuscular um agente anti-inflamatério, o Desflan, cujo
principio ativo é o flunixim meglumine (0,5%, a 1 mi/kg de peso corporal), assim
como foi feio antibioticoterapia por meio da administragcdo de 60.000U.l. de

penicilina G benzatina, também por via intramuscular, em cada animal.

3.4. Estudo Neuroanatomico

Este estudo foi realizado com o proposito de investigar as interconexdes
neurais entre o Hd e éareas corticais, como a ASL, ASM, BDB, e do tronco
encefalico, como o NLR, NMdR, NDR e o LC, com o objetivo de avaliar a
hodologia neural e as interconexdes entre nucleos do sistema enddgeno de
inibicAo de dor e estruturas possivelmente envolvidas na elaboracdo da
atividade epileptogénica em ratos.

Os animais (N=4) foram previamente submetidos a cirurgia estereotaxica
para a implantacdo de uma microagulha (Mizzi) no Hd, segundo coordenadas
citadas acima (item 3.3). Durante a cirurgia estereotaxica (imediatamente apos
a introducdo da canula-guia), foram realizadas microinjecdes de biodextrana
conjugada a Texas Red a 10% (BDA: 3000 MW; Molecular Probes; USA), um
neurotracador fluorescente bidirecional, no Hd, através de uma microagulha

(Mizzi), conectada a uma microsseringa (Hamilton, 10 uL) que era acoplada a
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um catéter de polietleno para monitorizacdo das microinjecdes. As
microinjecdes foram feitas através de uma bomba de infusédo (Stoelting Co.,
modelo 250), pela qual o neurotracador era microinjetado no volume de 0,2 pL
durante 3 minutos.

AplGs sete dias da microinjecdo do neurotracador, os animais foram
anestesiados com uma solucdo na proporcdo de 0,1 ml de cetamina a 10%
(Agener, na dose de 25 mg/kg, IP) para 0,2 ml de xilasina a 4% (Dopaser, na
dose de 10 mg/kg, IP) e perfundidos, por via transcardiaca, com solucao salina
tamponada (STF — solugdo tampao fosfato a 0,1 M; pH = 7,4), seguida de
paraformaldeido tamponado a 4% (0,1 M; pH = 7,4) para fixacao do tecido.

Os enceéfalos foram removidos e mantidos sob refrigeracdo em
paraformaldeido a 4%, por um periodo de 6 horas, e foram entdo mantidos em
solucdes crioprotetoras (sacarose a 10% e a 20%) por 12 horas em cada
solucdo. Os enceéfalos foram, por fim, congelados a -80° C, em isopentana
resfriada em gelo seco, e levados a um criostato, onde seccbes de 60 um
foram obtidas. Estas secc¢des foram montadas entre lamina e laminula, com
O0leo mineral e foram analisadas em um fotomicroscépio motorizado
(Axiolmager Z1; (Zeiss, Alemanha) para subsequente localizacdo do local do
sitio da injecéo e para a identificacdo de células fluorescentes.

Sendo a biodextrana conjugada a Texas Red, uma substancia
fluorescente, todos os procedimentos foram realizados ou sob luz

incandescente ou em microscopia de luz de campo escuro.
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3.5. Estudo Neurofisiolégico

Este estudo foi realizado, utilizando grupos independentes de animais
(N=6-8), que foram anestesiados e submetidos a cirurgia estereotaxica para a
introducdo de uma céanula-guia no Hd, na SCPdm, na SCPvl ou no LC,
segundo as coordenadas citadas no item 3.3.

Apo6s um periodo pés-operatorio de cinco dias, os animais tiveram seus
limiares nociceptivos aferidos para a linha de base do teste de LRC e, foi entéo,
realizado o estudo neurofisiolégico.

Para a microinjecédo de salina fisiologica (NaCl 0,9%), ou do cloreto de
cobalto (CoCl,. 1,0 mM/0,2uL), cujo mecanismo € de bloquear as sinapses,
uma microagulha (Mizzi), conectada a uma microsseringa (Hamilton, [0 pL) foi
introduzida na canula-guia e direcionada para as estruturas mencionadas
acima, ultrapassando a sua extremidade final em 1 mm. Um catéter de
polietileno foi acoplado a microagulha para monitorizacdo das microinjecoes,
gue foram feitas através de uma bomba de infusdo de drogas (Stoelting).
Também foi realizado o grupo sham (pseudotratado), que consiste na
introducdo de uma microagulha (Mizzi), introduzida através da canula-guia,
ultrapassando a sua extremidade final em 1 mm, sem, entretanto, qualquer
microinjecao de farmacos.

Apés cinco minutos da microinjecdo de salina fisiologica, da realizacao
do procedimento “sham” ou da microinjecdo de cloreto de cobalto nas redes
neurais do Hd, da SCPdm da SCPvI ou do LC, foi administrado o PTZ por via

intraperitoneal (IP) na dose de 64 mg/kg. Em sequéncia, o limiar nociceptivo
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era determinado imediatamente apds o fim crises convulsivas ténico-clénicas e

nos tempos 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos apds convulsdes.

3.6. Estudo Neurofarmacolégico

Este estudo foi realizado, utilizando grupos independentes de animais
(N=6-9), que foram anestesiados e submetidos & cirurgia estereotaxica para a
introducdo de uma canula-guia no Hd, na SCPdm, a SCPvI ou no LC, segundo
as coordenadas citadas no item 3.3.

ApOs um periodo pos-operatorio de cinco dias, 0s animais tiveram seus
limiares nociceptivos aferidos para a linha de base do teste de LRC e, foi entéo,
realizado o estudo neurofarmacologico.

O Hd foi tratado com salina fisiologica, com atropina (antagonista de
receptores colinérgicos muscarinicos) ou com mecamilamina (antagonista de
receptores colinérgicos nicotinicos) nas doses de 1,0 e 5,0 pg/0,2uL. Também
em grupos independentes, a SCPdm, a SCPvI ou o LC foram pré-tratados com
salina fisiolégica, com naltrexona (antagonista nao-seletivo de receptores
opioides), com naloxonazina (antagonista seletivo de receptor pi-opioide), com
metisergida (antagonista ndo-seletivo de receptores serotoninérgicos) e com
cetanserina (antagonista com maior afinidade para receptores 5-HT,azc) na
dose de 5,0 pug/0,2uL.

Apés cinco minutos do pré-tratamento com 0s antagonistas
farmacoldgicos, induziram-se crises convulsivas ténico-clénicas através da
administracao, por via IP de PTZ na dose de 64 mg/kg. Tao logo cessaram

espontaneamente as crises convulsivas, o limiares nociceptivos dos animais
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foram aferidos nos tempos 0, 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos

apos as crises convulsivas tdnico-clonicas.

3.7. Histologia

Ap6s a realizagdo dos procedimentos neurofisiologicos e
neurofarmacoldgicos, os animais foram anestesiados com uma solugdo na
proporcao de 0,1 ml de cetamina a 10% (Agener, na dose de 25 mg/kg,IP) para
0,2 ml de xilasina a 4% (Dopaser, na dose de 10 mg/kg, IP) e perfundidos
através do ventriculo esquerdo com solucdo de NaCl a 0,9%, em volume
suficiente para retirar todo o sangue do animal, seguida de solu¢do tamponada
de paraformaldeido a 4%, em volume suficiente para fixar os tecidos. Os
encéfalos foram retirados e mantidos no fixador por no minimo 4 h e, em
seguida, congelados e cortados com o auxilio de um micrétomo, em seccodes
coronais de 40 um de espessura.

Os cortes foram montados em laminas de vidro, gelatinizados, secos ao
ar ambiente e corados com azul de metileno. Posteriormente, os cortes foram
analisados com o auxilio de microscopia de luz (Axiolmager Z1; Zeiss), e a
posicdo das pontas das agulhas de microinjecdo no neuroeixo foram
assinalados em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997). Somente
animais com sinais de presenca da extremidade final da microagulha dentro do
dos substratos neurais presentemente estudados foram incluidos na andlise

estatistica.
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3.8. Avaliacéo das Crises Convulsivas Tonico-Clonicas

Os testes comportamentais foram realizados no interior de uma arena
circular (“open field”), cujas paredes, de acrilico transparente, medem 60 cm de
didametro e 50 cm de altura, e cujo assoalho é dividido em 12 secg¢fes iguais.
Essa arena é situada em um compartimento experimental e iluminada por
lampada fluorescente (300 LUX). O efeito das drogas administradas (efeito de
salina, do cloreto de cobalto, dos antagonistas de receptores colinérgicos,
opioides e serotoninérgicos) seguidas pelo PTZ para a inducdo das crises
convulsivas ténico-clonicas foi estudado no interior desse aparato.

As caracteristicas tonico-clonicas das crises induzidas pelo PTZ (64
mg/kg; IP) foram o pardmetro utilizado para avaliar o efeito produzido pelo
bloqueio de canais de CI" ligados aos receptores GABAérgicos. A laténcia das
crises foi definida como o tempo a partir da injecdo do PTZ até a primeira
mioclonia de mandibula e/ou da musculatura facial, momento considerado
como os primeiro sinais do inicio de uma crise convulsiva. A gravidade das
crises convulsivas tonico-clonicas foi criteriosamente avaliada segundo as
caracteristicas do comportamento motor anémolo observado na tabela 1.

As crises convulsivas ténico-clénicas induzidas pelo PTZ (64 mg/kg, IP)
foram registradas com uma camera filmadora Sony (HANDYCAM) direcionada
para o “open field”, e as filmagens foram subsequentemente avaliadas para a

classificacao, caracterizacéo e quantificacdo das crises convulsivas.
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TABELA 1- Escala de gravidade das crises convulsivas tdnico-clénicas

generalizadas produzidas pela administracéo de PTZ (64 mg/kg, IP).

GRAVIDADE COMPORTAMENTO: CRISE CONVULSIVA
0 Comportamento exploratério;
1 Mioclonia de mandibula e da musculatura facial;

mioclonia de pata anterior com curto tempo de duragio;

2 Mioclonia de cabega;
moderada mioclonia de pata anterior com duragio de pelo menos 5 segundos;

3 Hipertonia da musculatura das patas anteriores e/ou posteriores;
severa mioclonia de pata anterior com duragido de pelo menos 10 segundos;

4 Hipertonia da musculatura das patas anteriores e/ou posteriores;

Elevagdo, além de mioclonia severa de pata anterior;

Hipertonia da musculatura das patas anteriores e/ou posteriores;

5 Elevagdo e queda, além de mioclonia severa de patas anteriores ¢ posteriores.

3.9. Procedimento Experimental

A) Estudo Neuroanatémico:

1. Cirurgias estereotaxicas foram realizadas em grupos independentes de
animais para a implantacdo de uma microagulha (Mizzi) no Hd;

2. Apés a implantacdo da microagulha no Hd, foram realizadas
microinjecdes de biodextrana conjugada a Texas Red a 10% (BDA: 3000 MW;
Molecular Probes; USA) através de uma microagulha (Mizzi), conectada a uma
microsseringa (Hamilton, 10uL) que era acoplada a um catéter de polietileno
para monitorizacdo das microinjecdes. As microinjecdes foram feitas através de
uma bomba de infusdo de drogas (Stoelting Co., modelo 250), pela qual o

neurotracador era microinjetado no volume de 0,2 pL;
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3. Ap6s 7 dias da microinjecdo do neurotracador, os animais foram
perfundidos, e seus encéfalos retirados, seccionados e montados entre laminas
e laminulas para andlise com auxilio de microscopia de luz (Axiolmager Z1,
Zeiss);

B) Estudo Neurofisiologico:

1. Foram realizadas as cirurgias estereotaxicas para a implantacdo de
canula-guia no Hd, na SCPdm, na SCPvl e no LC;

2. Apos 5 dias da cirurgia estereotaxica, inicialmente, foi realizada uma
linha de base para o teste de LRC com todos os animais de cada grupo;

3. Os animais, em grupos independentes, receberam tratamento com
cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), ou salina (NaCl 0,9%/0,2uL), ou foram
submetidos ao procedimento sham no Hd, na SCPdm, na SCPvl, ou no LC,
seguido, ap6s 5 minutos, pela administracdo, por via periférica, de PTZ (64
mg/kg, IP). Imediatamente apos as microinjecdes ou do procedimento sham, os
animais foram colocados na arena, onde permaneceram até o término da crise
convulsiva, determinando-se entdo sua LRC, tdo logo a ativacéo
comportamental chegasse ao seu fim; portanto, imediatamente, 10, 20, 30, 40,
60, 90, 120, 150 e 180 min apos as convulsoes;

4, Apés a realizacdo do experimento neurofisiolégico, os animais foram
perfundidos, e seus encéfalos retirados, seccionados e montados em laminas e
corados com hematoxilina-eosina para posterior andlise dos sitios de

microinjecao;

39



C) Estudo Neurofarmacolégico:

1. Foram realizadas as cirurgias estereotaxicas para a implantacdo de
canula-guia no Hd, ou na SCPdm, ou na SCPvl, ou no LC;

2. ApoOs 5 dias da cirurgia estereotaxica, inicialmente foi realizada uma
linha de base para o teste de LRC com todos os animais de cada grupo.

3. Grupos independentes de animais receberam microinjecdes intra-Hd de
salina (NaCl 0,9%/0,2uL), de atropina (1,0 e 5,0 ng/0,2uL), ou de
mecamilamina (1,0 e 5,0 ng/0,2uL) ou microinje¢des intra-SCPdm, intra-SCPvI
ou intra-LC de salina (NaCl 0,9%/0,2uL), de naltrexona (5,0 ng/0,2uL), de
naloxonazina (5,0 ng/0,2uL), de metisergida (5,0 ng/0,2uL), ou de cetanserina
(5,0 ng/0,2uL), seguindo-se, apds dez 5 minutos ou de 24 horas (somente no
caso da naloxonazina), a aplicacao periférica de PTZ (64 mg/kg, IP). O limiar
nociceptivo foi aferido imediatamente apos o término da crise convulsiva, e nos
tempos estipulados anteriormente. Também foi realizado um estudo do controle
com o0s antagonistas colinérgicos muscarinicos (atropina) e nicotinicos
(mecamilamina), microinjetados no Hd em sua maior dose (5,0 ug/0,2uL) sem a
inducao de crises convulsivas, a fim de afastar um eventual efeito hiperalgésico
destes antagonistras sobre o limiar nociceptivo basal dos animais;

4, Apés a realizacdo do experimento neurofarmacoldgico, os animais foram
perfundidos, e seus encéfalos retirados, seccionados e montados em laminas e
corados com hematoxilina-eosina para posterior andlise dos sitios de

microinjecao.
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3.10. Drogas

Foram utilizados a biodextrana conjugada com o Texas Red (BDA: 3000
MW; Molecular Probes; USA), cloreto de cobalto (CoCl,; Sigma), a atropina
(Sigma), a mecamilamina (Sigma), a naltrexona (Sigma), a naloxonazina
(Sigma), a metisergida (Sigma), a cetanserina (Sigma) e o pentilenotetrazol
(Sigma) dissolvidos em solucdo salina fisiolégica (NaCl a 0,9%); esta foi
igualmente utilizada como controle do veiculo das drogas injetadas.

O neurotracador biodextrana conjugado com o Texas Red foi
microinjetado no Hd a 10%; o cloreto de cobalto foi microinjetado no Hd, na
SCPdm, na SCPvl e no LC na dose de 1,0 mM/0,2 uL; a atropina e a
mecamilamina foram microinjetadas no Hd nas doses de 1,0 e 5,0 ug/0,2 uL; a
naltrexona, a naloxonazina, a metisergida e a cetanserina foram microinjetadas

na SCPdm, na SCPvl e no LC na dose de 5,0 pug/0,2uL.

3.11. Analise Estatistica

Os dados foram avaliados usando-se para isso uma analise de variancia
para medidas repetidas (ANOVA). Em caso de diferencas estatisticamente
significativas da interacdo tratamento versus tempo, foi realizado o teste post-
hoc de Duncan, para cada periodo estudado, com indice de significancia

P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo Neuroanatomico das Conexdes com o Hipocampo

Dorsal

Todas as microinjecbes (N=4) do neurotracador fluorescente, utilizado
no estudo neuroanatémico das interconexdes entre estruturas prosencefalicas,
possivelmente envolvidas na elaboracdo das atividades epileptogénicas e
nacleos envolvidos no controle da dor, foram realizadas visando inicialmente o
hipocampo dorsal (Hd) (Figura 3).

O neurotragamento evidenciou conexao bilateral entre os neurdnios da
camada granular (Figura 4A) e da camada radial (Figura 4B) do giro denteado
do hipocampo, os quais enviam conexdes contralaterais para o Hd.

Microinjecbes de biodextrana conjugada com Texas Red no Hd
mostraram neurdnios positivos para a biodextrana (BDA) localizados também
no cortex somatossensorial primario (S1), especificamente localizados na
camada piramidal interna (Figuras 5A e 5C) e na camada piramidal externa
(Figuras 5B e 5D) tanto ipsilateralmente (Figuras 5A e 5B), como
contralateralmente (Figuras 5C e 5D) ao sitio de microinjecdo do
neurotracador.

Além disso, houve neurdnios marcados no coOrtex somatossensorial
(campo de Barrel) contralateralmente ao sitio de microinjecdo do neurotracador
no Hd (vide figura 6A e, em aumento, figura 6B).

Também foram encontrados neurbnios marcados ipsilateralmente ao

sitio de microinjecdo do neurotracador no Hd e situados na banda diagonal de
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Broca (BDB) (Figura 7A), na area septal medial (ASM) (Figura 7B) e na area
septal lateral (ASL) (Figura 7C).

As microinje¢cdes do neurotragador no Hd resultaram na marcagéo de
neurénios do nucleo linear da rafe (NLR), no nucleo mediano da rafe (NMdR) e
no nucleo dorsal da rafe (NDR) (Figuras 8A, 8B e 8C, respectivamente).

Como evidéncia da via locus coeruleus-hipocampo dorsal, microinjecdes
do neurotracador bidirecional no Hd demonstraram a presenca de neurdnios
marcados no locus coeruleus (LC) ipsilateralmente (Figuras 9A e 9B) e
contralateralmente (Figuras 9C e 9D) ao sitio de microinjecdo da biodextrana

conjugado com Texas Red no Hd.
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FIGURA 3- Fotomicrografias de sec¢cfes coronais do arquiocortex em nivel do
hipocampo dorsal (A e B), onde as microinjecdes (setas) do neurotracador
biodextrana conjugado com Texas Red foram realizadas. C: Representacdes
esquematicas dos sitios em que microinjecdes do neurotracador foram

realizadas no hipocampo dorsal.
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Figura 4— Fotomicrografias de seccfes coronais do prosencéfalo, mostrando

neurdnios (setas) positivos para biodextrana conjugada ao Texas Red, situados
na camada granular (A) e na camada radial (B e C) do giro denteado do

hipocampo, que enviam conexdes contralaterais para o hipocampo dorsal.
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Figura 5— Fotomicrografias de seccfes coronais do prosencéfalo em nivel do

cortex somatossensorial primario, mostrando neurdnios (setas) positivos para
biodextrana conjugada ao Texas Red, localizados na camada piramidal interna
(A e C) na camada piramidal externa (B e D), que enviam axbnios (ponta das

setas) ipsilateral (A e C) e contralateralmente (B e D) ao hipocampo dorsal.
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Figura 6— Fotomicrografias de seccfes coronais do prosencéfalo em nivel do
cortex somatossensorial, campo de Barrel, mostrando neurbnios (setas) que

enviam axbnios (ponta das setas) contralateralmente (A e B) ao hipocampo

dorsal.
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Figura 7— Fotomicrografias de seccfes coronais do prosencéfalo, mostrando
(setas) neurbnios marcados com o neurotracador biodextrana conjugada ao
Texas Red, na banda diagonal de Broca (A), na area septal medial (B) e lateral
(C), que enviam axbnios ipsilateralmente ao hipocampo dorsal. As pontas de

setas assinalam dendritos e axénios.
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Figura 8- Fotomicrografias de seccfes coronais do tronco encefalico, em nivel
dos ndcleos da rafe, mostrando (setas) neurdnios marcados com o
neurotracador biodextrana conjugada ao Texas Red, no nucleo linear da rafe
(A), no nucleo mediano da rafe (B) e no nacleo dorsal da rafe (C), os quais se
conectam ipsilateralmente com o hipocampo dorsal. Dendritos e axbnios

encontram-se assinalados por pontas de setas.
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Figura 9— Fotomicrografias de sec¢Bes coronais do tronco encefalico em nivel

da ponte, passando pelo locus coeruleus (LC), mostrando (setas) neurénios
localizados no LC conectados ipsilateralmente (A e B) e contralateralmente (C

e D) ao hipocampo dorsal. NMeT = Nucleo Mesencefalico do Trigémeo.
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4.2. Estudo Neurofisiolégico e Neurofarmacoldégico do
Envolvimento do Hipocampo Dorsal e dos Receptores

Colinérgicos Muscarinicos e Nicotinicos na Analgesia Pés-Ictal

4.2.1. Efeito da microinjecdo de cloreto de cobalto no Hd sobre a analgesia

pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento da formagao hipocampal na
analgesia pos-ictal, foi microinjetado o cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), um
bloqueador da neurotransmisséo, através da supressédo do influxo de calcio no
Hd.

Houve efeito estatisticamente significativo do tratamento [F(3,28)=23,93;
p<0.01], do tempo [F(9,20)=544,67; p<0,001], e interacdo do tratamento versus
tempo [F(27,56)=4,61; p<0,001]. A analise de variancia de medidas repetidas
mostrou significativo efeito do tratamento de 0 a 90 min [F(3,28) variando de
6,69 para 16,66; p<0,01] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de cloreto de cobalto
(1,0 mM/0,2uL) no Hd diminuiu a antinocicepcdo pos-ictal imediatamente apos
o fim das crises. Estes dados sdo mostrados na figura 10, e os anagramas dos
sitios de microinjecdo do estudo neurofisiolégico realizado no Hd estéo

representados na figura 14A.
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FIGURA 10- Efeito da microinjecdo no hipocampo dorsal de cloreto de cobalto
(1,0 mM/0,2pL), seguido, apos 5 min, por pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP)
(m—m) sobre a elevacao dos limiares nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=6 a
8; * P<0,05 de acordo com o teste Duncan, quando comparado com o controle
[procedimento sham intra-hipocampal seguido de PTZ (e—e)]. # Diferencas
estatisticamente significativas quando comparado com o grupo salina (0-0)
intra-hipocampal seguido de PTZ. Os dados foram representados como médias
dos limiares nociceptivos £+ EPM. As setas representam a administracdo do
cloreto de cobalto ou de seu veiculo, ou 0 momento do procedimento sham (A)
e de PTZ (B). LRC = Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.2.2. Efeito da microinjecéo de atropina no Hd sobre a analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema colinérgico da
formacdo hipocampal e a participacdo dos receptores muscarinicos na
analgesia pos-ictal, foi microinjetado o antagonista atropina no Hd.

Houve efeito estatisticamente significativo do tratamento [F (2,19)=65,11,
p<0,001], do tempo [F (9,11)=64,11; p<0,001], e interacdo do tratamento
versus tempo [F (18,20)=10,53; p<0,001]. A andlise de variancia de medidas
repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 90 min [F (2,19)
variando de 2,82 até 81,30; p<0,05] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de atropina (5,0
1g/0,2ul) no Hd diminuiu a antinocicepgdo pos-ictal imediatamente apos o fim
das crises. A administracdo de atropina na menor dose (1,0 ng/0,2uL) diminuiu
a antinocicepcao pos-ictal de 20 min a 60 min apds as crises convulsivas. De
fato, houve diferenca estatisticamente significativa no efeito das diferentes
doses de atropina na analgesia pos-ictal registrada imediatamente apos as
crises convulsivas.

Estes dados sdo mostrados na figura 11, e os anagramas dos sitios de
microinjecdo do estudo neurofarmacolégico realizado no Hd estédo

representados na figura 14B.
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—0O— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL) intra-Hipocampal + PTZ (64 mg/kg, IP)
—o— Atropina (1,0 pg/0,2uL) intra-Hipocampal + PTZ (64 mg/kg, IP)
—- Atropina (5,0 ug/0,2uL) intra-Hipocampal + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 11- Efeito da microinjecdo no hipocampo dorsal de (e—e) atropina a
1,0 pg/0,2uL ou (m—m) atropina a 5,0 ug/0,2uL, seguidas, apos 5 min, por
pentilenotetrazol (PTZ) (64 mg/kg; IP) sobre a elevacdo dos limiares
nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=6 a 8; * P<0,05 de acordo com o teste
Duncan, quando comparado com o controle [salina intra-hipocampal seguido
de PTZ (0-0)]. # Diferencas estatisticamente significativas quando comparado
com o grupo atropina (1,0 ng/0,2uL) intra-hipocampal + PTZ. Os dados foram
representados como meédias dos limiares nociceptivos + EPM. As setas
representam a administracdo do antagonista muscarinico ou de seu veiculo (A)
e de PTZ (B). LRC = Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.2.3. Efeito da microinjecdo de mecamilamina no Hd sobre a analgesia pos-

ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema colinérgico da
formacdo hipocampal e a participacdo dos receptores nicotinicos na analgesia
pés-ictal, foi microinjetado o antagonista mecamilamina no Hd.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento [F
(2,20)=10,12; p<0,01], do tempo [F (9,12)=54,62; p<0,001], e interacdo do
tratamento versus tempo [F (18,22)=1,43; p<0,05]. A anadlise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 120 min
[F (2,20) variando de 0,50 até 9,32; p<0,01] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de mecamilamina (1,0
ng/0,2ul) no Hd diminuiu a antinocicepcéo pos-ictal apos 20 min do fim das
crises. O efeito da mecamilamina administrada na dose maior (5,0 ug/0,2uL) no
Hd foi estatisticamente diferente imediatamente e 10 min apds as crises
guando comparado com a menor dose. De fato, a mecamilamina a 5,0
ng/0,2uL foi capaz de diminuir a antinocicepgéo poés-ictal imediatamente apos
do fim das crises convulsivas até 120 min apds as convulsdes, ao passo que a
mecamilamina a 1,0 png/0,2uL antagonizou a antinocicepgdo pos-ictal de 30 a
120 min apoés as convulsdes.

Estes dados sdo mostrados na figura 12, e os anagramas dos sitios de
microinjecdo do estudo neurofarmacologico realizado no Hd estédo

representados na figura 14C.
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—O— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL) intra-Hipocampal + PTZ (64 mg/kg, |IP)
—8— Mecamilamina (1,0 pg/0,2uL) intra-Hipocampal + PTZ (64 mg/kg, |P)
—- Mecamilamina (5,0 ug/0,2uL) intra-Hipocampal + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 12— Efeito da microinjecdo no hipocampo dorsal de (e—e)
mecamilamina a 1,0 pg/0,2uL ou (m—m) mecamilamina a 5,0 pg/0,2uL,
seguidas, apdés 5 min, por pentilenotetrazol (PTZ) (64 mg/kg; IP) sobre a
elevacdo dos limiares nociceptivos na analgesia pés-ictal. N=7 a 8; * P<0,05;
de acordo com o teste Duncan, quando comparado com o controle [salina intra-
hipocampal seguida de PTZ (0-0)]. # Diferencas estatisticamente significativas
guando comparado com o grupo pré-tratado com mecamilamina (1,0 ng/0,2 ul)
por via intra-hipocampal + PTZ. Os dados foram representados como meédias
dos limiares nociceptivos + EPM. As setas representam a administracdo dos
antagonistas nicotinicos ou de seu veiculo (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de
Retirada de Cauda.
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4.2.4. Efeito da microinjecdo de atropina e mecamilamina no Hd sobre os

limiares nociceptivos sem a inducao de crises convulsivas nos animais

Foi realizado um estudo controle da acdo dos antagonistas colinérgicos
muscarinicos e nicotinicos usados neste presente trabalho (atropina e
mecamilamina), microinjetados no Hd na dose de 5,0 png/0,2 uL seguidos pela
administracdo periférica de salina fisiologica (NaCl 0,9%, IP) sobre o limiar
nociceptivo basal. Ndo houve alteragdo estatisticamente significativa nos
limiares nociceptivos basais (P>0,05 em todos o0s casos, quando comparado ao
grupo controle). Estes dados s&o mostrados na figura 13, e os anagramas dos
sitios de microinjecdo do estudo neurofarmacoldgico realizado no hipocampo

dorsal estéo representados na figura 14D.
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—O— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL) intra-Hipocampal + Salina (NaCl 0,9%, |P)
—@— Atropina (5,0 ug/0,2uL) intra-Hipocampal + Salina (NaCl 0,9%, |IP)
—- Mecamilamina (5,0 ug/0,2pL) intra-Hipocampal + Salina (NaCl 0,9%, IP)

FIGURA 13- Auséncia de efeito da microinjecdo no hipocampo dorsal de (0-0)
salina fisiologica, de (e—e) atropina a 5,0 ng/0,2uL ou de (m—m) mecamilamina a
5,0 ug/0,2uL, seguidas, apdés 5 min, por salina fisiologica (NaCl 0,9%; IP) sobre
os limiares nociceptivos. N=7 a 9; Os dados foram representados como médias
dos limiares nociceptivos £+ EPM. As setas representam a administracdo do
antagonista muscarinico, nicotinico ou de seu veiculo (A) e de salina fisiologica
(B). LRC = Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.2.5. Estudo da gravidade, laténcia e a duracdo das crises convulsivas apos o
pré-tratamento no Hd com o cloreto de cobalto e com os antagonistas

colinérgicos.

O PTZ induziu severas crises convulsivas tonico-clonicas generalizadas
em todos os animais. As convulsdes evocadas no grupo pré-tratado com
cloreto de cobalto no Hd n&o foram precedidas de corrida selvagem, e duraram
de 9 a 12 segundos (s), enquanto o grupo sham e o pré-tratamento com salina
fisiolégica, as crises duraram de 9 a 16 s e de 10 a 13 s, respectivamente
(Tabela 2).

As crises convulsivas evocadas no grupo pré-tratado com o antagonista
colinérgico muscarinico (a atropina) no Hd nao foram precedidas de corrida
selvagem, e duraram de 9 a 23 s (na dose de 1,0 ug/0,2uL) e de 9 a 18 s (na
dose de 5,0 ng/0,2uL) (Tabela 3A), enquanto que no pré-tratamento com
antagonista nicotinico (a mecamilamina), as crises nao foram precedidas de
corrida selvagem, e duraram de 8 a 21 s (na dose de 1,0 ng/0,2uL) e de 9 a 18
s (na dose de 5,0 nug/0,2uL) (Tabela 3B).

A severidade das crises convulsivas foi medida segundo o etograma da
tabela 1, de acordo com um indice de gravidade da alteracdo motora, cujos
valores variaram de 3,7 até o maior indice, que foi de 3,8 (Tabela 2) ou
variaram de 3,3 até o maior indice, que foi de 3,7 (Tabela 3A) ou variaram de
3,3 até o maior indice, que foi de 3,6 (Tabela 3B). Assim, o pré-tratamento do
Hd com cloreto de cobalto, atropina ou mecamilamina ndo alterou a gravidade

das crises convulsivas induzidas pelo PTZ (64 mg/kg, IP).
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TABELA 2- Caracterizagdo comportamental, classificagdo da gravidade, da laténcia e da duracdo das crises convulsivas
ténico-clénicas evocadas pela administracdo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64 mg/kg, IP) ap6s o pré-tratamento
com salina fisioldgica, ou cloreto de cobalto, ou do procedimento sham no hipocampo dorsal.

Laténcia S Janela temporal
(MédiatEPM) Duragao (MédiatzEPM) de cada (Médipa+EPM) indice de Gravidade (MédiatEPM) das (Média*EPM) do registro
da primeira crise convulsiva tdnicoclonica . crises convulsivas tdnico-clénicas do tempo da primeira
. A das crises (s) e .
mioclonia (s) até a ultima crise
N=6 a 8 1%t 2 3t 4! Escala de 0 a 5
Sham
intra-hipocampal 6015 71+3 1112 1613 912 47+3 3,7x0,2 5mine 03s +12s

+ PTZ (64 mg/kg, IP)

Salina

(NaCl 0,9%/0,2pL)

intra-hipocampal
+ PTZ (64 mgikg, IP)
Cloreto de Cobalto

(1,0 mM/0,2uL)

intra-hipocampal

+ PTZ (64 mg/kg, IP)

52+8 1042 132 102 335 3,810,4 5mine 50s +15s

58+6 1212 9+1 11£2 11£2 41£2 3,8+0,3 5mine 40s +22s
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TABELA 3- Caracterizagdo comportamental, classificagdo da gravidade, da laténcia e da duracdo das crises convulsivas
ténico-clénicas evocadas pela administracdo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64 mg/kg, IP) ap6s o pré-tratamento
com salina fisiologica ou dos antagonistas colinérgicos muscarinicos (A) e nicotinicos (B) no hipocampo dorsal.

Janela temporal
indice de Gravidade (MédiatEPM) das (MédiatEPM) do registro
crises convulsivas ténico-clénicas do tempo da primeira

Tempo total
{MédiazEPM)

Duracédo (MediatEPM) de cada

crise convulsiva ténico-clénica

Laténcia
{MédiatEPM)
da primeira
mioclonia (s)
N=6a 8
Salina
(NacCl 0,9%/0,2uL) 4457
intra-hipocampal B
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Atropina
(1 pg/0,2uL) 5848
intra-hipocampal B
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Atropina
(5 pg/0,2L) 5347

intra-hipecampal
+ PTZ (64 mg/kg, IP)

Laténcia
(MédiatEPM)

Grupos da primeira

mioclonia (s)

das crises (s) até a Gltima crise

95t 25 3st 4 EscaladeOa5
1013 20+3 1443 1014 5413 3,310,2 b5mine23s+21s
1113 234 914 10£3 5314 3,710,3 5min e 355 t16s
1312 18+3 1543 912 5513 3,410,2 b5mine 17st15s

Janela temporal
indice de Gravidade (MédiatEPM) das (MédiatEPM) do registro
crises convulsivas ténicoclonicas do tempo da primeira

até a altima crise

Tempo total
{(MédiazEPM)
das crises (s)

Duragédo (MédiatEPM) de cada
crise convulsiva ténico-clonica

N=7a8
Salina
(NaCl 0,9%/0,2uL)
intra-hipocampal
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Mecamilamina
(1 ng/0,2uL)
intra-hipocampal
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Mecamilamina
(5 ngi0,2pL)
intra-hipocampal
+ PTZ (64 mg/kg, IP)

4945

62+6

5346

95t 25 3st 4 EscaladeOa5
1312 18+4 1242 943 5243 3,5+0,2 b5min e 23s+10s
1112 2713 1513 813 5513 3,310,3 dmin e 51s£10s
1813 1543 1042 914 5243 3,610,3 b5min e 18s £20s
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FIGURA 14— Representacdo esquematica de sitios da microinjecdo no hipocampo dorsal de (m) cloreto de cobalto (N=8), (O)
salina (N=6) e do (e) procedimento sham (N=7) seguidos por PTZ (A); (O) salina (N=6), () atropina a 1,0 ug/0,2uL (N=6) ou
(m) atropina a 5,0 ug/0,2uL (N=8) seguidas por PTZ (B); (O) salina (N=8), (e) mecamilamina a 1,0 pug/0,2uL (N=7) ou (m)
mecamilamina a 5,0 pg/0,2uL (N=7) seguidas por PTZ (C); (O) salina (N=9), (e) atropina a 5,0 pg/0,2uL (N=7) ou (m)
mecamilamina a 5,0 png/0,2uL(N=8) seguidas por salina (D), em anagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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4.3. Estudo Neurofisiolégico e Neurofarmacolégico do
Envolvimento das Colunas Dorso-medial e Ventro-lateral da

Substancia Cinzenta Periaquedutal na Analgesia Pds-Ictal

4.3.1. Efeito da microinjecdo de cloreto de cobalto na SCPdm sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do teto mesencefalico sobre
a analgesia pos-ictal, foi microinjetado o cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), um
bloqueador da neurotransmisséo, atraveés da supressao do influxo de célcio na
coluna dorso-medial da SCP.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento
[F(3,27)=23,13; p<0,001], do tempo [F(9,19)=105,80; p<0,001], e interagdo do
tratamento versus tempo [F(27,53)=9,20; p<0,001]. A andlise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 60 min
[F(3,27) variando de 4,34 para 24,83; p<0,05] sobre a analgesia poés-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de cloreto de cobalto
(2,0 mM/0,2uL) na SCPdm diminuiu a antinocicepcéo poés-ictal imediatamente
apos do fim das crises convulsivas. Estes dados sdo mostrados na figura 15, e
0s anagramas dos sitios de microinjecdo do estudo neurofisiologico realizado

na SCPdm estao representados na figura 17A.
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—O—Sham intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)
—@— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)
- Cloreto de Cobalto (1,0 mM/0,2pL) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 15— Efeito da microinjecdo na SCPdm de cloreto de (m—m) cobalto (1,0
mM/0,2uL), seguido, apds 5 min, por pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP)
sobre a elevacdo dos limiares nociceptivos na analgesia pés-ictal. N=7 a 8; *
P<0,05 de acordo com o teste Duncan, quando comparado com o controle [(e—
e¢) sham intra-SCPdm seguido de PTZ]. # Diferencas estatisticamente
significativas quando comparado com o grupo (0-0) salina intra-SCPdm
seguido de PTZ. Os dados foram representados como meédias dos limiares
nociceptivos =+ EPM. As setas representam a administracdo do cloreto de
cobalto ou de seu veiculo, ou do procedimento sham (A) e de PTZ (B). LRC =
Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.3.2. Efeito da microinjecéo de cloreto de cobalto na SCPvl sobre a analgesia

pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do teto mesencefalico sobre
a analgesia pés-ictal, foi microinjetado o cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), um
bloqueador da neurotransmissédo, através da supresséao do influxo de célcio na
coluna ventro-lateral da SCP.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento
[F(3,28)=902,16; p<0,01], do tempo [F(9,20)=397,42; p<0,05], e interacdo do
tratamento versus tempo [F(27,56)=119,66; p<0,01]. A analise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 40 min
[F(3,28) variando de 15,56 para 134,16; p<0,05] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de cloreto de cobalto
(1,0 mM/0,2uL) na SCPvI diminuiu a antinocicepcdo poés-ictal imediatamente e
nos tempos 20, 30 e 40 min apds o fim das crises. Estes dados sdo mostrados
na figura 16, e os anagramas dos sitios de microinjecdo na SCPvl estdo

representados na figura 17B.
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—O—Sham intra-SCPvl + PTZ (64 mg/kg, IP)
—-— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL) intra-SCPVI + PTZ (64 mg/kg, IP)
—-m- Cloreto de Cobalto (1,0 mM/0,2pL) intra-SCPvI + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 16— Efeito da microinjecdo na SCPvI de cloreto de (m—m) cobalto (1,0
mM/0,2uL), seguido, apds 5 min, por pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP)
sobre a elevacdo dos limiares nociceptivos na analgesia pés-ictal. N=7 a 8; *
P<0,05 de acordo com o teste Duncan, quando comparado com o controle [(e—
e) sham intra-SCPvl seguido de PTZ]. # Diferencas estatisticamente
significativas quando comparado com o grupo (0-0) salina intra-SCPvI seguido
de PTZ. Os dados foram representados como médias dos limiares nociceptivos
+ EPM. As setas representam a administracéo do cloreto de cobalto ou de seu
veiculo, ou do procedimento sham (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de
Retirada de Cauda.
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4.3.3. Estudo da severidade, laténcia e a duracao das crises convulsivas apoés

o0 pré-tratamento na SCPdm e na SCPvl com o cloreto de cobalto

O PTZ induziu severas crises convulsivas tonico-clonicas generalizadas
em todos os animais. As convulsdes evocadas no grupo pré-tratado com
cloreto de cobalto na SCPdm n&o foram precedidas de corrida selvagem, e
duraram de 12 a 15 s, enquanto no grupo sham e no pré-tratamento com salina
fisiologica, as crises também ndo foram precedidas de corrida selvagem, e
duraram de 9 a 12 s e 11 a 15 s, respectivamente (Tabela 4A). As crises
convulsivas evocadas no grupo pré-tratado com cloreto de cobalto na SCPvI
nao foram precedidas de corrida selvagem, e duraram de 9 a 18 s, enquanto no
grupo sham e no grupo pré-tratado com salina fisiol0gica, apresentara as crises
gue também nao foram precedidas de corrida selvagem, e duraramde 9 a 16 s
e de 11 a 16 s, respectivamente (Tabela 4B).

A gravidade das crises convulsivas foi medida de acordo com uma
escala de severidade baseada no grau de comprometimento motor dos animais
(Tabela 1), e os valores variaram de 3,4 até o maior indice, que foi de 3,6
(Tabela 4A) ou variaram de 3,3 até o maior indice, que foi de 3,7 (Tabela 4B).
Assim, o pré-tratamento da SCPdm e da SCPvl com cloreto de cobalto ndo

alterou a gravidade das crises convulsivas induzidas pelo PTZ (64 mg/kg, IP).
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TABELA 4- Caracterizagdo comportamental, classificagdo da gravidade, da laténcia e da duracdo das crises
convulsivas ténico-clonicas evocadas pela administracdo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64 mg/kg, IP)
apos o pré-tratamento com salina fisiologica, ou cloreto de cobalto, ou do procedimento sham na SCPdm (A) e na
SCPvI (B).

Laténcia Tempo total Janela temporal
(MédiatEPM) Duracido (MédiatEPM) de cada (Méd::\"'EPM) indice de Gravidade (MédiatEPM) das {MédiazEPM) do registro
da primeira crise convulsiva ténicoclénica . crises convulsivas ténicoclénicas do tempo da primeira
N . das crises (s) P .
mioclonia (s) até a dltima crise
N=6a 8 15t ot ast 4 Escalade0a b
Sham
intra-SCPdm 5114 112 9+2 1212 11£1 4313 3,410,2 4min e 51s £15s

+ PTZ (64 mg/ka, IP)

Salina
{NacCl 0,9%/0,2uL)

intra-SCPdm

+ PTZ (64 mg/kg, IP)

Cloreto de Cobalto
{1 mh/0,2pL)
intra-SCPdm

+ PTZ (64 mg/kg, IP)

59+6 142 12£2 1242 92 47+3 3,6+0,3 5min e 108 X09s

567 153 11£2 1244 383 3,402 5min e 125 +08s

Laténcia Temno total Janela temporal
(MédiatEPM) Duragido (MédiatEPM) de cada (Méd:;"'EPM) indice de Gravidade (MédiatEPM) das {MédiazEPM) do registro
da primeira crise convulsiva ténico-clénica . crises convulsivas tonico-clénicas do tempo da primeira
N A das crises (s) J i
mioclonia (s} até a ultima crise
N=6a8 1% 2 3 4! Escalade0a5
Sham
intra-SCPvI 5543 1612 7142 9+2 1142 4742 3,4+0,3 4min e 585 +12s

+ PTZ (64 mg/ka, IP)

Salina
{NacCl 0,9%/0,2uL)

intra-SCPvI

+ PTZ (64 mg/kg, IP)

Cloreto de Cobalto
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FIGURA 17- Representacao esquematica de sitios de microinjecdo na coluna dorso-medial da substancia cinzenta periaquedutal
(A) e coluna ventro-lateral da substancia cinzenta periaquedutal (B) de (m) cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL) (N=8 para a SCPdm e
N=7 para a SCPVI), de (e) salina (NaCl 0,9%/0,2uL) (N=7 para a SCPdm e N=7 para a SCPvI), ou do (O) procedimento sham (N=8
para a SCPdm e N=8 para a SCPvl), seguidos por PTZ em anagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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4.3.4. Efeito da microinjecédo de naltrexona e naloxonazina na SCPdm sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento da neurotransmisséo
opioide do teto mesencefalico sobre a analgesia pos-ictal, foram microinjetadas
a naltrexona (antagonista n&o-seletivo para receptores opioides) e a
naloxonazina (antagonista seletivo para receptores pj-opioide) na coluna
dorso-medial da SCP.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento
[F(3,24)=33,61; p<0,001], do tempo [F(9,20)=397,42; p<0,05], e interacdo do
tratamento versus tempo [F(12,13)=52,31; p<0,001]. A analise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 120 min
[F(3,24) variando de 0,46 para 71,78; p<0,05] sobre a analgesia poés-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de naltrexona (5,0
pg/0,2uL) na SCPdm diminuiu a antinocicepgcado poés-ictal 10 min até 120 min
apos do fim das crises. A administracdo de naloxonazina (5,0 pg/0,2uL) na
SCPdm diminuiu a antinocicep¢ao pos-ictal imediatamente até 90 min apés o
fim das crises convulsivas. As analises post-hoc mostraram que nos tempos
30, 40 e 120 min apOs as crises, 0 grupo pré-tratado com naltrexona
apresentou maior diminuicdo da analgesia pés-ictal quando comparado com o
grupo pré-tratado com naloxonazina.

Estes dados sdo mostrados na figura 18, e os anagramas dos sitios de

microinjecao na SCPdm estdo representados na figura 20A.
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—O—Salina (NaCl 0,9%/0,2pL - 5 min) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)
—&— Naltrexona (5,0 ug/0,2uL - 5 min) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)
- Salina (NaCl 0,9%/0,2uL - 24 h) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)
-+ Naloxonazina (5,0 ug/0,2uL - 24 h) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 18- Efeito da microinjegdo na SCPdm de (e—e) naltrexona (5,0
pg/0,2uL — 5 min) ou de (o—0O) naloxonazina (5,0 pug/0,2uL — 24 h), seguida,
apos 5 min ou 24 h, por pentilenotetrazol (PTZ; 64mg/kg, IP) sobre a elevacéo
dos limiares nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=7 a 8; * P<0,05 de acordo
com o teste Duncan, quando comparado com o grupo (0-0) salina (NaCL
0,9%/0,2uL — 5 min) seguido de PTZ]. # Diferencas estatisticamente
significativas quando comparado com o grupo pré-tratado com (m—m) salina
(NaCL 0,9%/0,2uL — 24 h) seguida de PTZ]. + Diferencas estatisticamente
significativas quando comparado com 0 grupo pré-tratado com (o—o)
naloxonazina a 5,0 pg/0,2uL — 24 h seguida de PTZ. Os dados foram
representados como meédias dos limiares nociceptivos + EPM. As setas
representam a administracdo de naltrexona ou de naloxonazina ou de seu
veiculo (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.3.5. Efeito da microinjecdo de naltrexona e naloxonazina na SCPvl sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento da neurotransmissao
opioide do teto mesencefalico sobre a analgesia pés-ictal, foi microinjetado a
naltrexona (antagonista nao-seletivo para receptores opioides) ou a
naloxonazina (antagonista seletivo para receptores pj-opioide) na coluna
ventro-lateral da SCP.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento
[F(3,25)=28,30; p<0,001], do tempo [F(12,14)=71,02; p<0,05], e interacdo do
tratamento versus tempo [F(36,38)=13,54; p<0,001]. A analise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 10 a 120
min [F(3,24) variando de 0,47 para 122,13; p<0,05] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de naltrexona (5,0
Mg/0,2uL) na SCPvI diminuiu a antinocicepgao pos-ictal 10 min apos do fim das
crises. O efeito da naltrexona foi estatisticamente diferente em relacéo ao efeito
da naloxonazina de 10 até 40 min no periodo pos-ictal. De fato, a
administracdo de naloxonazina (5,0 pg/0,2uL) na SCPvl diminuiu a
antinocicepcao pos-ictal somente a partir de 30 min do fim das crises
convulsivas.

Estes dados sdo mostrados na figura 19, e os anagramas dos sitios de

microinjecao na SCPVI estdo representados na figura 20B.
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FIGURA 19- Efeito da microinjecdo na SCPvl de (e—e) naltrexona (5,0
pg/0,2uL — 5 min) ou (O—0) naloxonazina (5,0 ug/0,2uL — 24 h), seguidas, apos
5 min ou 24 h, por pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP) sobre a elevacdo dos
limiares nociceptivos na analgesia pés-ictal. N=7 a 8; * P<0,05 de acordo com o
teste Duncan, quando comparado com o0 grupo pré-tratado com (0-0) salina
(NaCL 0,9%/0,2uL — 5 min) seguida de PTZ]. # Diferencas estatisticamente
significativos quando comparado com o grupo (m—m) salina (NaCL 0,9%/0,2 uL
— 24 h) seguido de PTZ]. + Diferencas estatisticamente significativas quando
comparado com o grupo pré-tratado com (Oo—0) naloxonazina (5,0 pg/0,2uL —
24 h) seguida de PTZ. Os dados foram representados como médias dos
limiares nociceptivos + EPM. As setas representam a administracdo de
naltrexona ou de naloxonazina ou de seu veiculo (A) e de PTZ (B). LRC =
Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.3.6. Estudo da gravidade, laténcia e a duracdo das crises convulsivas e o
efeito do pré-tratamento na SCPdm e na SCPvl com antagonistas opioides

sobre o indice de Racine (1972), modificado por Maggio (1989).

O PTZ induziu severas crises convulsivas tonico-clonicas generalizadas
em todos os animais. As convulsdes evocadas pelo grupo pré-tratado com
salina (5 min), naltrexona (5 min), salina (24 h) e naloxonazine (24 h) na
SCPdm nao foram precedidas de corrida selvagem, e duraram de 11 a 13 s, de
11al1l6s,de 7 al6sede9a l5 s, respectivamente (Tabela 5A). As crises
convulsivas evocadas pelo grupo pré-tratado com salina (5 min), naltrexona (5
min), salina (24 h) e naloxonazina (24 h) na SCPvl ndo foram precedidas por
corrida selvagem, e duraramde 11 a2l s,del1ll1a20s,de8a20sedel2a
19 s, respectivamente (Tabela 5B).

A gravidade das crises convulsivas foi medida de acordo com o grau de
compremetimento motor apresentado pelos animais (Tabela 1), e os valores
variaram de 3,4 até o maior indice, que foi de 3,7 (Tabela 5A e 5B). Assim, o
pré-tratamento da SCPdm e da SCPvl com os antagonistas opioides, a
naltrexona e a naloxonazina, ndo alterou a gravidade das crises convulsivas

induzidas pelo PTZ (64 mg/kg, IP).
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TABELA 5- Caracterizagdo comportamental, classificagdo da gravidade, da laténcia e da duragdo das crises
convulsivas tonico-cldnicas evocadas pela administracdo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64
mg/kg, IP) apds o pré-tratamento com salina fisiologica, ou naltrexona, ou naloxonazina na SCPdm (A) e na

SCPvI (B).

Laténcia
(MédiazEPM)

da primeira

Janela temporal
indice de Gravidade (MédiaxEPM) das (MédiazEPM) do registro
crises convulsivas tdnico-clonicas do tempo da primeira

até a Ultima crise

Tempo total
(MédiatEPM)
das crises (s)

Duragdo (MédiatEPM) de cada
crise convulsiva ténico-clonica

N=6ag
Salina (5min}
(NaCl 0,9%/0,2pL)
intra-SCPdm
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Naltrexona (Smin)
(5 Hglo,2uL)
intra-SCPdm
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Salina (24h)
(NaCl 0,9%/0,2pL)
intra-SCPdm
+ PTZ (64 mg/kyg, IP)
Naloxonazina (24h)
(5 ug/0,2uL)
intra-SCPdm
+ PTZ (64 mg/lky, IP)

Grupos

mioclonia (s)

535

60+6

60+5

Laténcia
(MédiazEPM)

da primeira
mioclonia (s)

18t ost 3t 4% EscaladeOa b
132 1122 132 1142 4842 3,5:04 5min e 435 +25s
17£2 1612 14+3 1112 5243 3,7¢0,3 Smine 01s +20s
16+£3 1242 1543 743 50+3 3,4+0,5 5mine 125 +09s
12+3 15+2 1513 913 5113 3,4+04 5min e 5bs +20s

Janela temporal
indice de Gravidade (MédiaxEPM) das (MédiazEPM) do registro
crises convulsivas tdnico-clonicas do tempo da primeira

até a Gltima crise

Tempo total
(MédiatEPM)
das crises (s)

Duragdo (MédiatEPM) de cada
crise convulsiva ténico-clonica

N=7a8
8alina (Smin)
(NaCl 0,9%/0,2pL)
intra-SCPvl
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Naltrexona (Smin)
(5 Hglo,2uL)
intra-SCPvI
+ PTZ (64mg/kg, IP)
Salina (24h)
(NaCl 0,9%/0,2pL)
intra-SCPvl
+ PTZ (64 mgikg, IP)
Naloxonazina (24h)
(5 Hglo,2uL)
intra-SCPvl
+ PTZ (64 mg/kg, IP)

61+4

54+4

50£3

534

1%t o 3t 4 EscaladeOa5
103 21£3 192 1112 612 3,7:04 5mine 08s+11s
20+4 1242 15+¢3 1141 5843 3,5:0,3 Smine 12s +14s
20£3 1623 1543 843 5943 3,403 4mine 59s +12s
13t3 19+3 1214 1443 5843 3,6103 5mine 03s+12s
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FIGURA 20- Representacao esquematica de sitios de microinjecdo nas colunas dorso-medial e ventro-lateral da substancia
cinzenta periaquedutal de (o) salina (NaCl 0,9%/0,2uL — 5 min) (N=6 para a SCPdm e N=7 para a SCPVI), (e) naltrexona (5,0
ng/0,2uL — 5 min) (N=6 para a SCPdm e N=8 para a SCPvI), (m) salina (NaCl 0,9%/0,2uL — 24 h) (N=7 para a SCPdm e N=8
para a SCPvl), ou (o) naloxonazina (5,0 ng/0,2 uL — 24 h) (N=8 para a SCPdm e N=8 para a SCPvI), seguidas por PTZ em

anagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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4.3.7. Efeito da microinjecdo de metisergida e cetanserina na SCPdm sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico
da SCPdm e a participacdo dos receptores 5-HT,a2c na analgesia pos-ictal, foi
utilizada, nessa etapa do presente trabalho, o antagonista nao-seletivo de
receptores serotoninérgicos metisergida e a cetanserina, um antagonista com
maior afinidade pelos receptores 5-HT,aic, através da microinjecdo do mesmo
na SCPdm.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento [F
(2,19)=65,11; p<0,001], do tempo [F (9,11)=64,11; p<0,001], e interacdo do
tratamento versus tempo [F (18,20)=10,53; p<0,001]. A analise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 90 min
[F (2,19) variando de 2,82 até 81,30; p<0,001] sobre a analgesia po6s-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de metisergida (5,0
ng/0,2uL) na SCPdm diminuiu a antinocicepgao pos-ictal imediatamente apos o
fim das crises, e o efeito perdurou até 90 min do periodo pés-ictal. Contudo,
apos a administracdo de cetanserina (5,0 pg/0,2uL), houve diminuigdo da
antinocicepcao pos-ictal apés 30min do fim das crises convulsivas, e que
perdurou até 60 min do periodo pos-ictal. O efeito da metisergida foi
estatisticamente diferente em relacdo ao grupo pré-tratado com cetanserina
imediatamente apdés o fim das crises, até 30 min do periodo pdés-ictal.

Estes dados sdo mostrados na figura 21, e os anagramas dos sitios de

microinjecado na SCPdm estdo representados na figura 23.
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—-0— Salina (NaCl 0,9%/0,2pL ) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg,IP)
—o— Metisergida (5,0 pg/0,2uL) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, |P)
—- Cetanserina (5,0 pg/0,2pL) intra-SCPdm + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 21- Efeito da microinjecdo na SCPdm de (e—e) metisergida (5,0
pMg/0,2uL) ou (m—m) cetanserina (5,0 pg/0,2uL), seguidas, apés 5 min, por
pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP) sobre a elevacdo dos limiares
nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=7 a 8; * P<0,05 de acordo com o teste
Duncan, quando comparado com o grupo pré-tratado com (0-0) salina (NaCL
0,9%/0,2uL) seguido de PTZ]. # Diferencas estatisticamente significativas
guando comparado com o grupo tratado com a cetanserina (5,0 pg/0,2uL)
seguida de PTZ. Os dados foram representados como meédias dos limiares
nociceptivos £ EPM. As setas representam a administracdo de metisergida ou

de cetanserina ou de seu veiculo (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de Retirada
de Cauda.
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4.3.8. Efeito da microinjecdo de metisergida e cetanserina na SCPvl sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico
da SCPvl e a participacdo dos receptores 5-HT,apc ha analgesia pos-ictal,
foram utilizados, nessa etapa do presente trabalho, o antagonista nao-seletivo
de receptores serotoninérgicos metisergida e a cetanserina, um antagonista
com maior afinidade pelos receptores 5-HToac, através da microinjecdo dos
mesmos na SCPvI.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento [F
(2,20)=10,12; p<0.01], do tempo [F (9,12)=54,62; p<0,001], e interacdo do
tratamento versus tempo [F (18,22)=1,43; p<0,05]. A analise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 0 a 90 min
[F (2,20) variando de 0,50 até 9,32; p<0,01].

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de metisergida (5,0
ng/0,2ul) na SCPvI diminuiu a antinocicepgao pos-ictal imediatamente apds o
fim das crises, efeito que perdurou até 90 min do periodo pos-ictal. Apos a
administracdo de cetanserina (5,0 pg/0,2uL) na SCPvl, o bloqueio
farmacoldgico foi efetivo em diminuir a antinocicepcdo pos-ictal apenas nos
tempos 40 e 90 min do periodo pos-ictal. De fato, o efeito da metisergida foi
estatisticamente diferente em relagdo ao grupo pré-tratamento com cetanserina
de 0 a 20 min e no tempo 60 min do periodo pds-ictal.

Estes dados sdo mostrados na figura 22, e os anagramas dos sitios de

microinjecado na SCPdm estdo representados na figura 23.
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FIGURA 22— Efeito da microinjecdo na SCPvl de (e—e) metisergida (5,0
Mg/0,2uL) ou de (m—m) cetanserina (5,0 pg/0,2uL), seguidas, apés 5 min, por
pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP) sobre a elevacdo dos limiares
nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=7 a 9; * P<0,05 de acordo com o teste
Duncan, quando comparado com o grupo pré-tratado com (0-0) salina (NaCL
0,9%/0,2uL) seguida de PTZ]. # Diferencas estatisticamente significativas
guando comparado com o grupo tratado com cetanserina (5,0 pg/0,2uL)
seguida de PTZ. Os dados foram representados como meédias dos limiares
nociceptivos £ EPM. As setas representam a administracdo de metisergida ou
de cetanserina ou de seu veiculo (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de Retirada
de Cauda.
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4.3.9. Estudo da gravidade, laténcia e a duracdo das crises convulsivas a preé-

tratamento da SCPdm e da SCPvl com antagonistas serotoninérgicos

O PTZ induziu severas crises convulsivas tonico-clonicas generalizadas
em todos os animais. As convulsdes evocadas pelo grupo pré-tratado com
salina, metisergida, e cetanserina na SCPdm néo foram precedidas de corrida
selvagem, e duraram de 9 a 19 s, 10 a 23 s e 11 a 18 s, respectivamente
(Tabela 6A). As crises convulsivas evocadas pelo grupo pré-tratado com salina,
metisergida, e cetanserina na SCPvl duraramde 9a 18s,7a19se 9al7 s,
respectivamente (Tabela 6B).

A gravidade das crises convulsivas foi medida de acordo com o grau de
comprometimento motor apresentado pelos animais (Tabela 1), e os valores
variaram de 3,1 até o maior indice, que foi de 3,7 (Tabela 6A) ou variaram de
3,3 até o maior indice, que foi de 3,4 (Tabela 6B). Assim, o pré-tratamento da
SCPdm e da SCPvl com os antagonistas serotoninérgicos, a metisergida e a
cetanserina, ndo alterou a gravidade das crises convulsivas induzidas pelo PTZ

(64 mgl/kg, IP).
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TABELA 6- Caracterizagdo comportamental, classificagdo da gravidade, da laténcia e da duragdo das crises
convulsivas ténico-clonicas evocadas pela administragdo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64 mg/kg, IP)
apos o pré-tratamento com salina fisiologica, ou metisergida, ou cetanserina na SCPdm (A) e na SCPvI (B).

Laténcia
{(MédiaxEPM)

da primeira

Tempo total Janela temporal

-~ e - + H - = e - + - - + -
Duracdo (MédiaxEPM) de cada (MédiaEPM) Indice de Gravidade (MédiaxtEPM) das (Média*xEPM) do registro

crise convulsiva ténico-clénica

N=7Fa8

Salina
(NacCl 0,9%/0,2pL)

intra-SCPdm

+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Metisergida
(5 pg/0,2pL)
intra-SCPdm

+ PTZ (64 myg/kg, IP)
Cetanserina
(5 pg/0,2pL)
intra-SCPdm

+ PTZ (64mg/kg, IP)

mioclonia (s)

40+7

5748

5415

Laténcia
{(MédiaxEPM)

da primeira

. crises convulsivas ténicocloénicas do tempo da primeira
das crises (s) PR X
até a dltima crise

pst pa 3 4 Escalade 05a 50
10+7 71943 14+3 943 5243 3,1+£0,3 4mine 57s £10s
12+2 2343 10+2 1043 5543 3,703 b5min e 20s +16s
1312 1843 1543 1143 5743 3,4+0,2

5min e 07 £13s

N=7a3
Salina
(NacCl 0,9%/0,2uL)
intra-SCPvl
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Metisergida
(5 pg/0,2pL)
intra-SCPvl
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Cetanserina
(5 ng/0,2pL)
intra-SCPvl
+ PTZ (64 mg/kg, IP)

mioclonia (s)

4945

6218

5314

Tempo total Janela temporal
Duragdo (MédiaxEPM) de cada (Méd::r"EPM) Indice de Gravidade (MédiatEPM) das (MédiaxEPM) do registro
crise convulsiva ténico-clénica i crises convulsivas ténico-clénicas do tempo da primeira
das crises (s) L .
até a dltima crise
pst o 3 4st EscaladeCa5
1212 1812 1213 9+3 5143 3,402 5mine 23s £15s
1212 193 1514 7+3 5343 3,3x04 4min e 58s t09s
1712 1512 121 9+2 5342 3,4+0,2

Smine 23s £12s



-7.80 mm

FIGURA 23— Representacdo esquematica de sitios de microinjecdo nas colunas dorso-medial e ventro-lateral da substancia
cinzenta periaquedutal de (O) salina (NaCl 0,9%/0,2uL) (N=7 para a SCPdm e N=7 para a SCPvI), (e) metisergida (5,0 ng/0,2uL)
(N=7 para a SCPdm e N=7 para a SCPvl), ou (m) cetanserina (5,0 ug/0,2uL) (N=8 para a SCPdm e N=10 para a SCPvI), seguidas

por PTZ em anagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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4.4. Estudo Neurofisiolégico e Neurofarmacoldgico do

Envolvimento do Locus Coeruleus na Analgesia Pds-Ictal

4.4.1. Efeito da microinjecdo de cloreto de cobalto no LC sobre a analgesia

pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento de um importante nicleo
pontino do sistema enddgeno de inibicdo de dor sobre a analgesia pds-ictal, foi
microinjetado o cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), um bloqueador da
neurotransmisséao, atraves da supressao do influxo de calcio em terminacdes
pré e pos-sinapticas no LC.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento
[F(2,218=2,34; p<0,001], do tempo [F(12,7)=47,79; p<0,001], e interacdo do
tratamento versus tempo [F(24,12)=3,01; p<0,05]. A andlise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 10 a 30 min
[F(2,20) variando de 0,16 para 3,83; p<0,05] sobre a analgesia pés-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de cloreto de cobalto
(2,0 mM/0,2uL) no LC diminuiu a antinocicep¢ao pos-ictal de 10 até 30 min,
considerando o periodo pos-ictal. Estes dados sdo mostrados na figura 24, e os
anagramas dos sitios de microinjecdo do estudo neurofisiolégico realizado no

LC estédo representados na figura 27.
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FIGURA 24— Efeito da microinjecdo no LC de (m—m) cloreto de cobalto (1,0
mM/0,2uL), seguido, apds 5 min, por pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP)
sobre a elevacdo dos limiares nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=7; *
P<0,05 de acordo com o teste Duncan, quando comparado com o controle [(e—
e) sham intra-LC seguido de PTZ]. # Diferencas estatisticamente significativas
guando comparado com o grupo prée-tratado com (0-0) salina intra-LC seguida
de PTZ. Os dados foram representados como médias dos limiares nociceptivos
+ EPM. As setas representam a administracéo do cloreto de cobalto ou de seu
veiculo, ou do procedimento sham (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de
Retirada de Cauda.
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4.4.2. Efeito da microinjegdo de naltrexona e naloxonazina no LC sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento da neurotransmissao
opioide em um nucleo pontino do sistema enddgeno de inibicdo de dor sobre a
analgesia pos-ictal, foi microinjetada a naltrexona (antagonista nao-seletivo
para receptores opioides) e a naloxonazina (antagonista seletivo para receptor
Mi-opioide) no LC.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento
[F(3,22)=4,70; p<0,001], do tempo [F(12,11)=88,74; p<0,001], e interacdo do
tratamento versus tempo [F(36,29)=1,77; p<0,001]. A andlise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 30 a 120
min [F(3,22) variando de 2,47 para 5,89; p<0,05] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de naltrexona (5,0
Mg/0,2uL) no LC diminuiu a antinocicepcdo poés-ictal nos tempos 20, 40, 90 e
120 min do periodo pos-ictal. A administracao de naloxonazina (5,0 pg/0,2uL)
no LC diminuiu a antinocicep¢éo poés-ictal nos tempos 60 e 90 min do periodo
pos-ictal estudado. O efeito da naltrexona foi estatisticamente diferente em
relacdo ao grupo pré-tratado com naloxonazina no tempo 120 min do periodo
pos-ictal.

Estes dados sdo mostrados na figura 25, e os anagramas dos sitios de

microinjecao no LC estdo representados na figura 28.
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—O— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL - 5 min) intra-LC + PTZ (64 mg/kg, IP)
—o— Naltrexona (5,0 pg/0,2uL - 5 min) intra-LC + PTZ (64 mg/kg, IP)
—&- Salina (NaCl 0,9%/0,2uL - 24 h) intra-LC + PTZ (64 mg/kg, IP)
-0 Naloxonazina (5,0 pg/0,2pL - 24 h) intra-LC+ PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 25— Efeito da microinjecdo no LC de (e—e) naltrexona (5,0 pug/0,2uL —
5 min) ou (O-0O) naloxonazina (5,0 pg/0,2uL — 24 h), seguidas, apds 5 min ou
24 h, por pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP) sobre a elevacédo dos limiares
nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=6 a 7; * P<0,05 de acordo com o teste
Duncan, quando comparado com o grupo pré-tratado com (0-0) salina (NacCl
0,9%/0,2uL — 5 min) seguida de PTZ]. # Diferencas estatisticamente
significativos quando comparado com o grupo (m—m) salina (NaCL 0,9%/0,2uL —
24 h) seguido de PTZ]. + Diferencas estatisticamente significativas quando
comparado com o grupo pré-tratado com (o—0) naloxonazina (5,0 pg/0,2uL —
24 h) seguida de PTZ. Os dados foram representados como médias dos
limiares nociceptivos + EPM. As setas representam a administracdo de
naltrexona ou de naloxonazina ou de seu veiculo (A) e de PTZ (B). LRC =
Laténcia de Retirada de Cauda.
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4.4.3. Efeito da microinjecdo de metisergida e cetanserina no LC sobre a

analgesia pos-ictal

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico
em um nudcleo pontino do sistema endogeno de inibicdo de dor, e a
participacdo dos receptores 5-HT,a2c Na analgesia pos-ictal, foi utilizada, nessa
etapa do presente trabalho, o antagonista nao-seletivo de receptores
serotoninérgicos metisergida e a cetanserina, um antagonista com maior
afinidade pelos receptores 5-HT,aoc, através da microinjecdo dos mesmos no
LC.

Houve um efeito estatisticamente significativo do tratamento [F
(2,17)=3,94; p<0.05], do tempo [F (12,6)=50,20; p<0,001], e interacdo do
tratamento versus tempo [F (24,102)=1,97; p<0,01]. A analise de variancia de
medidas repetidas mostrou um significativo efeito do tratamento de 30 a 90 min
[F (2,17) variando de 1,63 até 7,81; p<0,05] sobre a analgesia pos-ictal.

Andlises post-hoc mostraram que a administracdo de metisergida e
cetanserina (5,0 pg/0,2ul) no LC diminuiu a antinocicepgdo poés-ictal nos
tempos 30, 40 e 90 min apoOs as crises convulsivas. Estes dados séo
mostrados na figura 26, e os anagramas dos sitios de microinjecdo no LC estéo

representados na figura 29.
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—0O— Salina (NaCl 0,9%/0,2uL ) intra-LC + PTZ (64 mg/kg, IP)
—&— Metisergida (5,0 ug/0,2puL) intra-LC + PTZ (64 mg/kg, IP)
—&- Cetanserina (5,0 pg/0,2uL) intra-LC + PTZ (64 mg/kg, IP)

FIGURA 26— Efeito da microinjecdo no LC de (e—e) metisergida (5,0 pg/0,2uL)
ou de (m—m) cetanserina (5,0 pg/0,2uL), seguidas, apés 5 min, por
pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg, IP) sobre a elevacdo dos limiares
nociceptivos na analgesia pos-ictal. N=6 a 8; * P<0,05 de acordo com o teste
Duncan, quando comparado com o grupo (0-0) salina (NaCL 0,9%/0,2 uL)
seguida de PTZ]. Os dados foram representados como médias dos limiares
nociceptivos £ EPM. As setas representam a administracdo de metisergida ou

de cetanserina ou de seu veiculo (A) e de PTZ (B). LRC = Laténcia de Retirada
de Cauda.
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4.4.4. Estudo da gravidade, laténcia e a duracdo das crises convulsivas apés o
pré-tratamento do LC com cloreto de cobalto e com antagonistas de receptores

opioides e serotoninérgicos

O PTZ induziu severas crises convulsivas tdnico-clonicas generalizadas
em todos os animais. As convulsdes evocadas pelo grupo pré-tratado com
cloreto de cobalto, com salina, ou da realizacdo do procedimento sham no LC
nao foram precedidas de corrida selvagem, e duraramde 11 a 13s,9a 17 se
9 a 15 s, respectivamente (Tabela 7). Convulsdes evocadas pelo grupo pré-
tratado com salina (5min), naltrexona (5min), salina (24h), e naloxonazina (24h)
no LC nao foram precedidas de corrida selvagem, e duraram de 8 a 21 s, 9 a
15s,11a16se 10 a 21 s, respectivamente (Tabela 8A). As crises convulsivas
evocadas pelo grupo pré-tratado com salina, metisergida, e cetanserina no LC
nao foram precedidas de corrida selvagem, e duraramde 11 a 19s,9a 16 se
14 a 17 s, respectivamente (Tabela 8B).

A gravidade das crises convulsivas foi medida de acordo com o grau de
comprometimento motor apresentado pelos animais (Tabela 1), e os valores
variaram de 3,4 até o maior indice, que foi de 3,6 (Tabela 7), ou variaram de
3,4 até o maior indice, que foi de 3,7 (Tabela 8A) ou variaram de 3,3 até o
maior indice, que foi de 3,8 (Tabela 8B). Assim, o pré-tratamento do LC com o
cloreto de cobalto, com o0s antagonistas opioides, o0 naltrexona e a
naloxonazina, e com 0S antagonistas serotoninérgicos, a metisergida e a
cetanserina, ndo alteraram a gravidade das crises convulsivas induzidas pelo

PTZ (64 mg/kg, IP).
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TABELA 7- Caracterizagcdo comportamental, classificacdo da gravidade, da laténcia e da duragdo das crises convulsivas tonico-

clénicas evocadas pela administracéo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64 mg/kg, IP) apds o pré-tratamento com salina
fisioldgica, ou cloreto de cobalto, ou da realizacdo do procedimento sham no LC.

Laténcia Tempo total
(MédiaxEPM) Duragao (MédiatEPM) de cada P

Janela temporal
(MédiatEPM) Indlc_:e de Grawd.ade (QlletdlaiEnPIYI) das (MédiatEPM) do _regl.stro
crises convulsivas ténico-clénicas do tempo da primeira
até a ultima crise

da primeira crise convulsiva ténico-clonica -
- - das crises (s)
mioclonia (s)

N=7 1St

o8t 3t 4t Escalade 0,5a 50
Sham

intra-LC 60+4 12+4 13+3 15+3 9+4 49+4 3,4£0,5

S5mine 12sx18s
+ PTZ (64 mg/kyg, IP)

Salina
(NaC! 0,9%/0,2pl) 62+5 12+3 152 1714 9+2 52+3 3,610,3
intra-LC
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Cloreto de Cobalto
(1 _mMIO,2|.|L) 5817 123 1124 135 135 494 3,610,4
intra-LC
+ PTZ (64 mg/kg, IP)

5mine 08s+13s

4min e 59s £18s
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TABELA 8- Caracterizagdo comportamental, classificagdo da gravidade, da laténcia e da duragdo das crises
convulsivas ténico-clénicas evocadas pela administracdo por via intraperitoneal de pentilenotetrazol (64 mg/kg,
IP) apd6s o pré-tratamento com antagonistas opioides (A) ou com antagonistas serotoninérgicos (B) no LC.

Laténcia Tempo total Janela temporal
(MédiazEPM) Duracdo (MédiatEPM) de cada (Média£EPM) indice de Gravidade (MédiatEPM) das (MédiatEPM) do registro
da primeira crise convulsiva ténico-clénica . crises convulsivas ténico-clénicas do tempo da primeira
) ) das crises (s) AL N
mioclonia (s) até a altima crise
N=6a7 18t pa 3 4! EscaladeGa 5
Salina (5min)
0,
(NaC-I 0,9%/0,2pL) 5645 2143 72+3 764 8+4 57+3 3,540.4 5min e 24s £20s
intra-LC
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Naltrexona (5min)
(5 ug/0,2uL) 5514 13+4  9%3 134 1513 504 3,410, 4min e 525 £19s
intra-LC
+ PTZ (64 mg/ky, IP)
Salina (24h)
0,
(NaC_I 0,9%0,2yL) 6114 142 113 1614 1113 5043 3,640,5 5min e 09s +14s
intra-LC
+ PTZ (64 mg/kg, IP)
Naloxonazina (24h)
(3 hg/0,2uL) 6044 2183 11#2 135 104 554 37404 5mine 41s +11s
intra-LC

+PTZ (64 mg/ky, IP)

Laténcia D —— Janela temporal
(MédiazEPM) Duragédo (MédiatEPM) de cada (Méd::a"'EPM) indice de Gravidade (MédiatEPM) das (MédiaxEPM) do registro
. crises convulsivas tonico-clénicas do tempo da primeira
das crises (s) R .
até a dltima crise

da primeira crise convulsiva ténico-clénica
mioclonia (s)

N=6a8 15t 25t 35t 4 EscaladeOa b
Salina (NaCl 0,9%/0,2uL)
intra-LC 584 18+3 1914 1113 4843 3,840,2 5min e 29s +18s

+ PTZ (64 mg/ky, IP)

Metisergida (5 pg/0,2uL)
intra-LC 586 1542 133 1615 913 5343 3,740.5 5min e 24s £11s
+ PTZ (64 mg/ky, IP)

Cetanserina (5 pg/0,2pL)
intra-LC 514 174 7613 1414 47+4 33804 Smin e 09s +20s
+ PTZ (64 mg/kg, IP)



FIGURA 27— Representacédo esquematica de sitios de microinjecdo no LC de (m) cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL) (N=7), de (e)
salina (NaCl 0,9%/0,2uL) (N=6), ou do (O) procedimento sham (N=7), seguidos por PTZ em anagramas do Atlas de Paxinos e
Watson (1997).
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FIGURA 28— Representacdo esquematica de sitios de microinjecdo no LC de (O) salina (NaCl 0,9%/0,2uL — 5 min) (N=7), (e)
naltrexona (5,0 ng/0,2uL — 5 min) (N=7), (m) salina (NaCl 0,9%/0,2uL — 24 h) (N=7), ou (O0) naloxonazina (5,0 ng/0,2 uL — 24 h)

(N=6), seguidas por PTZ em anagramas do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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FIGURA 29— Representacdo esquematica de sitios de microinjecdo na SCPdm e na SCPvl de (0O) salina (NaCl 0,9%/0,2uL) (N=6),
(o) metisergida (5,0 pg/0,2uL) (N=6), ou (m) cetanserina (5,0 pg/0,2uL) (N=8), seguidas por PTZ em anagramas do Atlas de
Paxinos e Watson (1997).
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4.5. Resumo dos Resultados Obtidos na Analgesia Pds-Ictal

TABELA 9- Sumério dos resultados mostrando o efeito e os momentos (janela
temporal) em que os farmacos foram efetivos em antagonizar a analgesia pos-

ictal (API) nos estudos neurofisiologicos e neurofarmacoldgicos.

Cloreto de Atropina Atropina Mecamilamina | Mecamilamina
HIPOCAMPO Cobalto

DORSAL 1,0 ug/0,2uL | 50pg/o2uL | 1,0 pg/o,2plL 5,0 pg/0,2pL
1,0 mM/0,2pL

0a9 min 20a60min  0a9%min  30a120min  Oa 120 min

Cloreto de Naltrexona Naloxonazina Metisergida Cetanserina
Cobalto

50pug/02ilL | 50pg/o2pl | 5,0 pg/02pL | 5,0 pg/0,2uL
1,0 mM/0,2pL

Janela 0ab60min 10 a 120 min 0a 90 min 0a 90 min 30a 60min
Temporal

Cloreto de Naltrexona Naloxonazina Metisergida Cetanserina
Cobalto

50pgfo2pL | 50pg/02uL | 5,0 ug/02uL | 5,0 pg/0,2ul

1,0 mM/0,2pL

Janela Omine 20a 10 a 90 min 30 a 120 min 0a 90 min 40 e 90 min
Temporal 40 min

Cloreto de Naltrexona Naloxonazina Metisergida Cetanserina

Cobalto
5,0 pg/02|L 50pg/02puL | 5,0 ug/02pL | 5,0 pg/0,2pL
1,0 mM/0,2pL

Janela 10a 30 min 30a40mine 60 a 90 min 30a40mine 30a40mine
Temporal 90 a 120 min 90 min 90 min
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, o PTZ causou crises convulsivas tonico-clonicas
generalizadas seguidas por um aumento significativo no limiar nociceptivo.

No estudo neuroanatbmico, foram demonstradas conexdes entre o
hipocampo dorsal (Hd) com o cértex somatossensorial primario (Sl), cortex
somatossensorial (campo de Barrel), a banda diagonal de Broca (BDB), a area
septal medial (ASM), a area septal lateral (ASL), assim como regides (camada
granular e camada radial do giro denteado) contralateralmente da formacao
hipocampal (FH) que se conectam com o Hd. Também foi visto, atraves dos
presentes estudos com o neurotracador biodextrana conjugado com Texas
Red, conexdes entre o nucleo linear da rafe (NLR), o nucleo mediano da rafe
(NMdR), o nucleo dorsal da rafe (NDR) e o locus coeruleus (LC) com o Hd.

As areas corticais tém sido implicadas na elaboracdo de atividades
epileptogénicas, uma vez que a inativacdo do cortex somatossensorial previne
as oscilacbes paroxisticas em neurdnios tanto corticais como em regides
talamicas em animais geneticamente modificados que evocam a crise de
auséncia, em um modelo experimental de epilepsia (POLACK e cols., 2009).

Contudo, ndo podemos afastar a hipdtese de areas corticais estarem
também envolvidas no processamento e na modulacdo da dor. De fato, o Sl
exerce importante influéncia no nudcleo ventral-posterior do tadlamo durante a
transmissao do estimulo nocivo (WANG e cols., 2007). Além disso, tem sido
proposto que o Sl esteja envolvido principalmente em aspectos discriminativos

da dor, e o cértex somatossensorial secundario (Sll) teria um importante papel
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na cognicdo, aprendizado e memoéria diante de estimulos nocivos
(SCHNITZLER & PLONER, 2000; PLONER e cols., 2004).

No presente trabalho, demonstramos que a ASM, a ASL e a BDB se
projeta para o Hd, sendo essas projecBes efetuadas via fimbria-fornix, pelo
qgual atinge a ASM e a BDB (MESULAM e cols., 1983). Estas conexdes séo
predominantemente colinérgicas e GABAérgicas (LEWIS e cols., 1967;
KOHLER e cols., 1984; RYE e cols., 1984), embora haja também, projecdes
glutamatérgicas (SOTTY e cols., 2003).

A ASM, a ASL e a BDB estéo implicadas em respostas comportamentais
e cognitivas. Lesdes destes nucleos provocam défcits na memoéria e atencéo,
assim como dessincronizacao da atividade elétrica (atividade teta) da FH (para
revisdo veja RISOLD, 2004), comportamentos eletrofisiolégicos similiares de
neurdnios durante crises convulsivas.

LesOes das areas septais, do hipocampo e também dos nucleos da rafe
parecem desencadear um quadro de desinibicdo do comportamento locomotor
e exploratério (SOUBRIE, 1986; AVANZI e cols., 1998). Além do mais,
projecbes serotoninérgicas dos nucleos da rafe para o hipocampo estdo
implicadas na mediacdo do comportamento de congelamento (GRAEFF &
SILVEIRA FILHO, 1978).

De fato, a atividade dos neurdnios serotoninérgicos provenientes do
NMdR e dos neurbnios noradrenérgicos originarios do LC projetados na area
septal e no hipocampo possuem papel importante na génese da inibicdo
comportamental verificada em situacées de perigo (BRANDAO e cols., 2003).

Algumas dessas conexdes neuroanatbmicas elucidadas no presente

trabalho, tais como as projecoes do NDR e do LC para o Hd, podem fazer parte
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da hodologia neural que é ativada durante a analgesia que segue as crises
convulsivas, visto que ja foi demonstrado que o NDR (e receptores
serotoninérgicos e colinérgicos muscarinicos e nicotinicos locais), assim como
o0 LC (e receptores noradrenérgicos e colinérgicos muscarinicos e nicotinicos
ali situados) sdo importantes nucleos do sistema enddgeno de inibicdo de dor
gue participam da elaboracédo da analgesia pos-ictal (FERREIRA e cols., 2005,
2010, submetido; FREITAS e cols., 2005, 2008, 2009a; DE OLIVEIRA, 2009).

De fato, o hipocampo é a regido cerebral mais sensivel aos efeitos
neuropatolégicos desencadeados pela acdo epileptiforme resultante da acao
colinérgica, haja vista a inducéo do estado de mal epiléptico pela pilocarpina,
um agonista muscarinico, que produz alteracGes cerebrais difusas, consistindo
em um modelo de Status Epilepticus (SE). Essas lesdes resultam em
alteracdes neuropatoldgicas permanentes, detectaveis na FH, assim como no
cortex olfatério, complexo amigdal6ide, talamo, substancia negra (SN) e
neocortex (TURSKI e cols., 1984).

A intensa destruicdo neuronial € observavel em ambas as regifes do
hipocampo (dorsal e ventral), principalmente na subarea CA3 (TURSKI e cols.,
1983). Os mecanismos envolvidos no dano neuroldgico induzido pela injecéao
sistémica ou hipocampal de pilocarpina ndo séo ainda muito claros. No entanto,
sabe-se que a farmacologia do SE inicial difere da farmacologia envolvida no
desencadeamento das crises recorrentes (RICE & DELORENZO, 1998).

Apoés SE inicial, os animais passam por um periodo livre das crises,
frequentemente denominado fase latente, a qual, segundo Mello e
colaboradores (1993), pode durar de 5 a 34 dias. Durante a fase latente,

ocorrem modificacdes que levam ao desencadeamento de crises espontaneas
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e recorrentes, que persistem por toda a vida do animal. Dentre as mudancgas
descritas durante a fase latente, podem ser citadas: alteracbes nas
propriedades intrinsecas dos neurdnios (SANABRIA e cols., 2001), ocorréncia
de neurogénese (PARENT e cols., 1997), alteracdes funcionais nos receptores
(BROOKS-KAYAL e cols., 1998), diminuicdo da atividade de interneurdnios
inibitérios (COSSART e cols., 2001) e reorganizacdo sinaptica (OKAZAKI e
cols., 1995).

Essa perda neuronial parece relacionar-se com a liberacdo de
aminoacidos excitatorios, tais como o0 glutamato, e sua interagdo com a
membrana dos elementos pds-sinapticos vulneraveis, pois, na lesao epiléptica,
a ativacdo dos canais de Ca' pelos aminoacidos excitatorios determina seu
influxo nos elementos celulares com alta densidade de canais de Ca'’,
alterando a homeostase intracelular e promovendo lipdlise e protedlise
(SIESJO e cols., 1986).

Os presentes resultados neurofisiolégicos mostraram que a microinjecao
de cloreto de cobalto, inativando as redes neurais do Hd, diminuiu a
antinocicepcao pos-ictal imediatamente apdés o fim das crises convulsivas
ténico-clbnicas.

Resstel e colaboradores (2008) realizaram microinjecdes bilaterais de
cloreto de cobalto (nas mesmas doses utilizadas no presente trabalho) no Hd
para inativacdo de suas redes neurais, a fim de avaliarem as respostas
comportamentais e cardiovasculares em um modelo de contexto condicionado
aversivo. Foi observado que a aquisicdo do condicionamento do medo
contextual ndo depende do Hd; entretanto, esta estrutura tem papel importante

na consolidacdo do medo contextual.
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De fato, estd bem estabelecido o uso do cloreto de cobalto como um
bloqueador n&o-seletivo da neurotransmissao, visto que seu mecanismo de
acdo € de bloquear o influxo de Ca™ nos terminais pré-sinapticos, resultando
no bloqueio de sinapses devido a inibicdo da liberacdo de diversos
neurotransmissores de neurdnios eferentes (HAGIWARA & BYERLY, 1981,
KRETZ, 1984; LOMBER, 1999).

As microinje¢cdes de antagonistas colinérgicos muscarinicos, como a
atropina, e nicotinicos, como a mecamilamina, no Hd também diminuiram a
antinocicepcdo p0s-ictal imediatamente apds o fim das crises, quando
administrados na maior dose (5,0 pg/0,2uL), enquanto que 0S MesSMOS
antagonistas, na dose de 1,0 ug/0,2uL, antagonizaram a analgesia pos-ictal 20
minutos e 30 minutos apdés o fim das crises, no caso da atropina e da
mecamilamina, respectivamente.

Em acréscimo, os mesmos antagonistas colinérgicos, mesmo em sua
maior dose, também nédo alteraram o limiar nociceptivo basal, sugerindo que
esses antagonistas ndo possuem atividade intrinseca ativando eventualmente
o sistema enddgeno de inibicdo de dor, via bloqueio muscarinico e nicotinico
no Hd. Estudos anteriores mostraram que antagonistas opioides (COIMBRA e
cols., 2001b), antagonistas colinérgicos muscarinicos e nicotinicos (FREITAS e
cols., 2004) e antagonistas serotoninérgicos e noradrenérgicos (FREITAS e
cols., 2005) administrados perifericamente também nao alteraram os limiares
nociceptivos basais.

Tais evidéncias sugerem que ambos 0S receptores muscarinicos e
nicotinicos sado recrutados no processo antinociceptivo pés-ictal, mas ndo ha

evidéncias de um envolvimento crucial dos receptores nicotinicos nos estagios
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iniciais da analgesia poOs-ictal, quando seus antagonistas foram administrados
perifericamente (FREITAS e cols., 2004). Evidéncias consideraveis apontam
para 0S receptores muscarinicos e nicotinicos como alvos do controle
colinérgico da percepcao do estimulo nociceptivo em outros tipos de reacdes
antinociceptivas em animais, como na analgesia induzida pela ingesta de
substancias doces (IRUSTA e cols., 2001).

Considerando que a acdo dos antagonistas colinérgicos muscarinicos e
nicotinicos microinjetados nas redes neurais do Hd no presente trabalho ter
diminuido significativamente a antinocicepcéo pdés-ictal imediatamente apds o
fim das crises, ndo descartamos a hipotese de também haver o recrutamento
da neurotransmissao colinérgica em outros substratos neuroanatdémicos na
elaboracdo da analgesia pos-ictal.

De fato, a atividade colinérgica do nucleo tegmentar pedunculo pontino
(NTPP) (SHIMIZU-BASSI e cols., 2006), do nucleo magno da rafe (NMgR),
NDR e do LC (DE OLIVEIRA., 2009) também foi recentemente estudada,
através do bloqueio da analgesia pos-ictal por meio de microinjecdoes de
antagonistas colinérgicos muscarinicos e nicotinicos nos substratos neurais
citados acima.

A presente evidéncia da participacdo de receptores para acetilcolina,
tanto os muscarinicos quanto os nicotinicos do Hd, na elaboracéo da analgesia
pos-ictal, insere o arquiocértex pela primeira vez no conjunto de estruturas que
organizam esse robusto fenbmeno antinociceptivo. Efetivamente, a acetilcolina
assim como 0s receptores muscarinicos localizados na regido CAl do

hipocampo, estdo envolvidos no processo de informacdo nociceptiva, e eles
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parecem exercer um importante papel na modulagcdo da dor (XIAO e cols.,
2007).

J& era sabido que o hipocampo possui envolvimento na elaboracao de
processos antinociceptivos, uma vez que a estimulacdo elétrica do Hd produz
efeito analgésico (LICO e cols., 1974). A microinjecdo de acetilcolina ou
pilocarpina no hipocampo inibe a atividade elétrica em neurdnios ativados pela
estimulacdo dolorosa periférica, e a atropina, produz efeito contrario (YANG e
cols., 2008). Assim também, ja foi demonstrado que a microinjecao de
carbacol, um agonista de receptor colinérgico muscarinico, nas redes neurais
hipocampais evoca antinocicepcdo em ratos (KLAMT & PRADO, 1991;
FAVARONI & MENESCAL DE OLIVEIRA, 2008).

Sendo o hipocampo parte do sistema limbico, tendo importantes funcées
psiquicas relacionadas com o comportamento e memaéria (MACHADO, 2005),
vimos no presente trabalho que esta area prosencefalica também participa da
elaboracdo da analgesia induzidas por crises convulsivas.

Um dos nossos objetivos iniciais do presente trabalho seria evidenciar
projecOes eferentes do Hd com os nucleos do sistema enddgeno de inibicdo de
dor (tais como a SCP e o LC), através de microinjecbes de um neurotracador
de captacao e transporte bidirecional (biodextrana conjugada ao Texas Red).
Com isso poderiamos entender parte das bases neuroanatdbmicas da
elaboracado de processos antinociceptivos que sdo mediados pelo Hd.

Mesmo ndo encontrando as conexdes postuladas inicialmente, podemos
propor a jA conhecida conexdo do Hd, via férnix, aos ndcleos mamilares do
hipotalamo, de onde os impulsos nervosos seguem para o nucleo anterior do

talamo, através do fasciculo mamilo-talamico (MACHADO, 2005), que pode
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representar uma conexao importante para a ativacdo de nucleos do tronco
encefalico (tais como a SCP, o NDR, e o LC) que, por sua vez, enviam
projecbes ao CDME e inibiem a informagdo nociceptiva entre o neurdnio
aferente primario e o neurbnio de segunda ordem da via ascendente
nociceptiva (MILLAN, 1999, 2002).

Curiosamente, um recente relato demonstrou que o pré-tratamento com
bicuculina (antagonista competitivo de receptores GABA,) inibiu a
antinocicepcao induzida por nicotina, sugerindo que o receptor GABAA pode
também contribuir para os mecanismos envolvidos na analgesia colinérgica
(MUI e cols., 1997), e o sistema GABAérgico pode igualmente modular as
crises convulsivas mediadas pelos receptores nicotinicos (DOBELIS e cols.,
2003).

Receptores GABAérgicos estdo presentes em corpos celulares de
ambos os neurdnios de projecbes GABAérgicas e colinérgicas da via septo-
hipocampal (GAO e cols.,, 1995, HENDERSON 1995), e receptores
muscarinicos também estdo presentes nos corpos celulares de tais células
(LEVEY e cols., 1991; VAN DER ZEE & LUITEN 1994; ROUSE & LEVEY
1996). Evidéncias sugestivas de mecanismos nicotinicos em neurénios do
hipocampo podem ser comprovadas pelo fato de que a microinjecdo intra-
hipocampal de agonista nicotinico induziu a liberacdo de acetilcolina no mesmo
neurdnio, sendo este efeito inibido pela mecamilamina (RIDLEY e cols., 1999).

Contudo, no presente trabalho, mostram-se evidéncias de que
antagonistas colinérgicos muscarinicos e nicotinicos microinjetados no Hd,

assim como o bloqueio de sinapses com o cloreto de cobalto nessa regiao

103



prosencefalica, ndo alteraram a gravidade das crises convulsivas quando
comparados com o pré-tratamento com salina.

Considerando que o PTZ, um antagonista GABAérgico, foi administrado
por via intraperitoneal, e que o hipocampo participa da elaboracéo da epilepsia,
sua acao convulsiva possivelmente pode ter ocorrido em outros substratos
neuroanatdémicos que nao seja o Hd, elaborando a ativacdo de outras vias
neurais durante o estagio ictal, caracterizando-se, assim, um fendmeno neural
mais abrangente durante a elaboragéo de crises convulsivas tonico-clonicas
generalizadas.

O circuito neural que conecta os corpos quadrigémeos e a substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) dorsal e ventral (FREITAS e cols., 2005) pode
representar uma importante hodologia neural no espraiamento das atividades
epileptogénicas gerada no lobo temporal, no hipocampo ou no complexo
amigdaldide em direcéo a sitios mais caudais do tronco encefalico, tal como o
coliculo inferior (Cl) (TERRA & GARCIA-CAIRASCO, 1994). Em adicao, a SCP
também estd envolvida na modulacdo e no controle das crises convulsivas
(N'GOUEMO & FAINGOLD, 1998, 1999).

A SCP é uma estrutura do tronco encefalico que organiza os
comportamentos de medo, ataques de panico, e analgesia (NASHOLD e cols.,
1969; NICHOLS e cols., 1989; COIMBRA e cols., 1992; COIMBRA &
BRANDAO, 1997; VARGAS & SCHENBERG, 2001), e em suas redes
neurdnicas coexistem mecanismos GABAérgicos, opioidérgicos e
monoaminérgicos (COIMBRA e cols., 1992; EICHENBERGER e cols., 2002,
RIBEIRO e cols., 2005), ao lado de conexdes colinérgicas (LEITE-PANISSI e

cols., 2003).
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Os pré-tratamentos com cloreto de cobalto e com antagonistas opioides
e serotoninérgicos nas redes neurais da SCPdm, na SCPvl e no LC, nao
alteraram a gravidade, laténcia e duragdo das crises convulsivas tonico-
clénicas generalizadas. Com isso, mostrou-se que a acéo de tais farmacos na
diminuicdo da antinocicepcédo pos-ictal foi devida a sua acao de inibir o sistema
enddgeno de inibicdo de dor, em vez de um eventual efeito dessas drogas em
substratos neuroanatdmicos que podem elaborar crises convulsivas.

Um estudo prévio, realizado por FREITAS e colaboradores (2004), ja
havia caracterizado as crises convulsivas induzidas pelo PTZ, porém sem a
utilizacdo de um indice de gravidade das crises convulsivas mais apropriadas
para estudar os efeitos do PTZ no comportamento motor, muito embora, uma
tentativa nesse sentido ja fora feita em trabalhos posteriores realizado por essa
mesma equipe (FELIPPOTTI, 2005; FREITAS, 2005; DE OLIVEIRA e cols.,
2006; ZANANDREA, 2007; FREITAS e cols., 2008, 2009a; DE OLIVEIRA,
2009; FERREIRA e cols., 2010, submetido) em que se utilizou o indice de
gravidade de crises convulsivas proposto por Racine (em 1972) e modificado
por Maggio (em 1989). Esses achados séo, portanto, complementados pela
presente investigacao.

A inativacdo das redes neurais da SCPdm e da SCPvl diminuiu a
expressdo da analgesia pos-ictal, possivelmente pelo fato de prejudicar a
atividade de vias descendentes opioides e monoaminérgicas que se conectam
ao sistema endogeno de inibicdo de dor, representado pelo LC, NRPg, do
NRP, do NMgR e do NDR (DE OLIVEIRA e cols., 2006; COIMBRA e cols.,
2006; FERREIRA e cols., 2004, 2005, 2010, submetido; FREITAS e cols.,

2005, 2008, 2009a; DE OLIVEIRA, 2009).
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Nossos achados corroboram GEBHART & TOLEIKIS, 1978 e KEAY &
BANDLER, 2004, pois, de acordo com o estudo neurofisiologico, a coluna
ventro-lateral da SCP parece ter papel mais expressivo do que a coluna dorso-
medial da SCP na organizacdo da antinocicepcado pos-ictal, visto que a
inativacao das redes neurais da SCPvl causou diminuicdo para valores basais
dos limiares nociceptivos na analgesia que segue as crises convulsivas
induzidas pelo PTZ.

Em estudos imuno-histoquimicos foi demonstrada a presenca de
neurdnios positivos para leu-encefalina e beta-endorfina (EICHENBERGER e
cols., 2002; OSAKI e cols., 2003) e também de neurbnios positivos para
serotonina nas colunas dorsais e ventrais da SCP, assim como nas camadas
profundas do coliculo superior (CPCS) e nas camadas intermediarias do CS
(CICS) (COIMBRA e cols., 2006).

Considerando que os corpos quadrigémeos (Cl e CS) possuem profusas
interconexdes entre si, e enviam projecdes para por¢cdes dorsais e ventrais da
SCP que, por sinal, projeta-se para o LC (FREITAS e cols., 2005), um dos
objetivos do presente trabalho foi investigar se as aferéncias opioides e
serotoninérgicas as colunas dorso-medial e ventro-lateral da SCP, assim como
a neurotransmissao opioide e serotoninérgica do LC encontram-se implicados
na elaboracao da analgesia pos-ictal.

Os presentes resultados sugerem que receptores opioides do tipo p-; da
coluna dorso-medial da SCP participam da fase inicial da analgesia pos-ictal,
guando comparado com a coluna ventro-lateral da SCP, visto que a
naloxonazina na SCPdm diminuiu a analgesia pos-ictal imediatamente apds o

fim das crises convulsivas.
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Entretanto, a mediacdo por mecanismos opioides na SCPvl parece ser
mais relevante, quando comparada com a diminuicdo da analgesia poés-ictal
através da microinje¢do de naltrexona na SCPdm. De fato, ndo descartamos a
hip6tese de que outros receptores opioides possam ser recrutados no estagio
inicial da analgesia poés-ictal organizada pela SCPvI, visto que a microinjecao
de um antagonista opioide nado-seletivo, como a naltrexona, na SCPvl diminuiu
expressivamente a antinocicepc¢ao poés-ictal 10 minutos apos o fim das crises.

A metisergida, um antagonista nao-seletivo de receptores
serotoninérgicos, diminuiu a elevagdo do limiar nociceptivo pés-convulsao
expressivamente desde o0 inicio da antinocicepcdo pos-ictal quando
administrada na SCPdm. Em contrapartida, a cetanserina, antagonista com
maior afinidade para receptores 5-HT,as, fOi capaz de diminuir a analgesia
pos-ictal apenas 30 minutos apos o fim das crises.

Muito embora a metisergida microinjetada na SCPvl tenha diminuido a
antinocicepcao pos-ictal imediatamente apds o fim das crises, seu efeito nao foi
tdo expressivo como na SCPdm. Corroborando esses dados, a cetanserina
diminuiu significativamente a antinocicepcéo pos-ictal apenas 40 minutos apos
o fim das crises.

Nesse caso, também, ndo descartamos a possibilidade de recrutamento
de outros tipos de receptores serotoninérgicos na coluna dorso-medial da SCP
na elaboracdo da analgesia pos-ictal. Com efeito, j& foi demonstrado que
outros tipos de receptores serotoninérgicos, tais como 0 5-HTia1s, 5-HTs € 5-
HT; do NDR, também estdo envolvidos na elaboracdo da analgesia pés-ictal

(FREITAS e cols., 2008, 2009a).
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Corroborando as evidéncias da participacdo de mecanismos
serotoninérgicos na elaboracdo da antinocicepcdo, 0s receptores
serotoninérgicos 5-HTians € 5-HT2ac do NDR também sdo recrutados na
elaboracdo da analgesia induzida por ingesta de substancias doces, como a
sacarose (MIYASE e cols., 2005; REBOUCAS e cols., 2005; SEGATO e cols.,
2005).

Segundo Gebhart & Toleikis (1978) e Keay & Bandler (2004), a
analgesia é mais intensa quando a SCPvl é estimulada, sendo que este
fenbmeno antinociceptivo € mediado pela neurotransmissdo opioide. Ja4 a
analgesia induzida pela estimulacdo da SCPdm é menos intensa e seria
mediada por mecanismos ndo-opioides.

Os presentes resultados também corroboram as evidéncias citadas por
Gebhart & Toleikis (1978) e Keay & Bandler (2004), visto que, realmente,
antagonistas opioides provocaram diminuicdo da analgesia pos-ictal mais
expressiva quando microinjetados na coluna ventro-medial da SCP e que
antagonistas serotoninérgicos diminuiram a analgesia poés-ictal mais
expressivamente quando microinjetados na coluna dorso-medial da SCP.
Portanto, parte do mecanismo néo-opioide recrutado na analgesia produzida
pela SCPdm pode ser representado pela mediacdo de mecanismos
serotoninérgicos e da ativacao de receptores da familia 5-HT>,.

Contudo, muito embora todos esses sistemas neuroquimicos possam
estar envolvidos na elaboracdo da analgesia poés-ictal, eles podem néo
necessariamente participar no mesmo momento desse fenébmeno neural. A

serotonina e 0s opioides enddgenos sdo possivelmente liberados como
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neurotransmissores na fenda sinaptica, ativando diferentes vias neurais que
elaboram a analgesia pés-ictal em diferentes fases.

Recentes achados tém descrito o TM como um dos provaveis substratos
neuroanatdémicos e neuroquimicos responsaveis pelo processo antinociceptivo
(COIMBRA e cols., 1992; COIMBRA & BRANDAO, 1997; CASTILHO e cols.,
1999; FELIPPOTTI, 2005) e, recentemente, foram identificados neurdnios
positivos para serotonina nos diversos estratos neurais do CS e nas colunas
dorsais e ventrais da SCP, com projecdo direta para outros nucleos
monoaminérgicos da formagao reticular, como o nucleo reticular pontino (NRP),
NPGc e NMgR (COIMBRA e cols., 2006), assim como para o LC (FREITAS e
cols., 2005).

O presente trabalho confirma a importancia de um nucleo pontino do
sistema endogeno de inibicdo de dor, o LC, na elaboracdo da analgesia pos-
ictal, visto que a microinjecao de cloreto de cobalto no LC também diminuiu a
magnitude da antinocicep¢ao pos-ictal.

Contudo, comparado com a inativacao de sinapses das redes neurais do
Hd, da SCPdm e da SCPvl, o efeito do cobalto no LC sobre a analgesia pés-
ictal foi menos expressivo. Esse resultado pode ser devido ao fato de que o LC
se apresenta como uma via eferente mais isolada que envia projecdes para o
CDME para a inibicdo do impulso nociceptivo (BASBAUM & FIELDS, 1984,
1989; FREITAS e cols., 2005), ao passo que as projecfes que se originam da
SCP, e do NDR recrutam inumeros nucleos do sistema enddégeno de
modulacdo de dor, como o NMgR, o complexo Rg/RPg e o proprio LC

(FREITAS e cols., 2005; COIMBRA e cols., 2006).
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Os achados neuroanatdomicos do presente trabalho corroboram esta
hipotese, pois foram demonstradas conexdes ipsilateral e contralateral entre o
Hd e o LC, reforcando, assim, a idéia de que o LC realmente poder vir a ser
recrutado como uma via de saida do sistema enddgeno de inibicdo de dor
qguase que independente de estruturas serotoninérgicas, com suas conhecidas
projecdes diretas para o CDME (MILLAN, 2002; FREITAS e cols., 2005)

O envolvimento da neurotransmisséo opioide no LC foi comprovado pelo
bloqueio dos receptores opioides do tipo ui, que antagonizou a antinocicepcgéo
pés-ictal. Considerando que o bloqueio inespecifico opioide foi mais expressivo
em promover esse efeito, talvez haja a participacdo de outras classes de
receptores opioides no controle da participacdo do LC da analgesia pos-ictal.
Antagonismo semelhante da antinocicepgcédo pés-ictal foi observado apds o
bloqueio dos receptores serotoninérgicos da familia 5SHT2a2c no LC.

A participacdo da neurotransmissao opioide e serotoninérgica no LC na
elaboracdo da analgesia pos ictal pode nao ter sido tao expressiva no presente
trabalho, talvez pelo fato do envolvimento mais importante da
neurotransmissdo noradrenérgica desse ndcleo nessa forma de analgesia,
como visto em estudos anteriores (FERREIRA e cols., 2004, 2005).

N&do obstante, esta suficientemente comprovado que o sistema
serotoninérgico do NDR pode interagir com as vias noradrenérgicas do LC,
controlando a transmissdo do impulso nociceptivo no CDME (ANDERSON &
DAFNY, 1983 a,b; FRISCHY & GRAZNNA, 1990; CLARK & PROUDFIT, 1991;
MILLAN, 2002). Corroborando essas evidéncias, demonstrou-se no presente
estudo que o bloqueio de receptores serotoninérgicos da familia 5HToanc,

através da microinjecdo de metisergida e cetanserina no LC, diminuiu a
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analgesia poés-ictal. Em acréscimo, também foi recentemente demonstrada a
participacdo de receptores serotoninérgicos 5HTiang, SHT2a2c, 5HTs € 5HT;
localizados no NDR na elaboracdo de processos antinociceptivos pos-ictais
(FREITAS e cols., 2008, 2009a).

Em relacdo ao estudo da participacdo da neurotransmissao opioide em
diferentes substratos neuroanatdmicos na analgesia poés-ictal, realizado no
presente trabalho, os animais foram pré-tratados com naloxonazina (na
SCPdm, SCPvl e no LC) 24 horas antes da administracdo do PTZ,
diferentemente de todos os outros antagonistas utilizados em que foram pré-
tratados 5 minutos antes da administracao do PTZ.

A diferenca em relagéo ao tempo do pré-tratamento da naloxonazina se
deve ao fato de que este antagonista se liga de forma covalente e irreversivel
ao receptor opioide p; somente apos 24 horas da sua administracédo, sendo que
antes deste tempo, a naloxonazina exerce uma agao antagonista de forma nao-
seletiva nos receptores opioides (HAHN e cols.,, 1982; JOHNSON &
PASTERNAK, 1984; LING e cols., 1986)

Freitas e colaboradores (2004) mostraram que nao ha diferenca
estatisticamente significativa no tempo de permanéncia no cilindro em
movimento no teste de capacidade motora (rota-rod) entre os grupos tratados
com salina, salina + salina, PTZ, salina + PTZ. Estes resultados indicam que o
processo antinociceptivo apds as crises convulsivas todnico-clénicas é
elaborado realmente por recrutamento do sistema enddgeno de inibicdo de dor,
e ndo por um possivel subito déficit motor causado pela possivel depressao

pos-ictal.
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A administracdo por via intraperitoneal dos antagonistas farmacolégicos
como a atropina, a mecamelamina, a metisergida, a cetanserina e a
metiotepina, isoladamente, seguida do teste rota-rod, também ndo apresentou
alteracdes estatisticamente significativas na linha de base da capacidade
motora dos animais. Com isso, podemos afastar qualquer eventual acdo
adversa inerente aos antagonistas serotoninérgicos e colinérgicos
muscarinicos e nicotinicos sobre o sistema motor, que pudesse interferir no
reflexo de retirada de cauda durante os testes analgésicos (FREITAS e cols.,
2004, 2005, 2009a).

Esses dados sédo corroborados por experimentos prévios, 0S quais
também ndo mostraram evidéncias de qualquer efeito depressor do PTZ
(COIMBRA e cols., 2001a) sobre a atividade motora de animais submetidos ao
teste de rota-rod ou ao teste de atividade exploratoria.

Apesar das presentes evidéncias em modelos animais de que uma
robusta antinocicepcdo segue crises convulsivas tonico-clénicas e do
interessante relato de Guieu e colaboradores (1992), mostrando que o0s
limiares nociceptivos parecem estar altos em pacientes com epilepsia do lobo
temporal, alguns pacientes com epilepsia do lobo occipital ou epilepsia do lobo
temporal tém relatado enxaqueca (ITO e cols., 1999, 2000, 2004).

De fato, enxaqueca e epilepsia sdo uma comorbidade comum na
infancia, e ocorrem na maioria das vezes em crian¢cas com mais de 10 anos de
historia de epilepsia idiopatica (YAMANE e cols., 2004). Os achados
paradoxais descritos reforcam a importancia de novas pesquisas sobre as
bases neuroquimicas dos mecanismos da dor e da analgesia geradas por

crises convulsivas tonico-clénicas, em um modelo experimental de convulsdes.
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Estudo realizado por YOUNG & BLUME, em 1983, relatou que dos 858
pacientes, 24 sofriam com dores apos terem convulsdes. H4 diversidade de
localizacdo das sensacfes dolorosas, visto que o0s pacientes ap0s crises
sofriam de dores na face, nos bragos, nas pernas e na regiao do tronco. Neste
trabalho, a maioria dos casos das sensacdes dolorosas era atribuida a uma
possivel ativacdo do cértex somatossensorial primario apds crises epilépticas.
Também houve relatos de enxaqueca, cujas causas eram devidas a ativacdo
de mecanismos vasculares locais.

Alguns substratos neuroanatdmicos foram considerados, no presente
trabalho, haja vista as conexdes entre o Hd com areas corticais (como o cortex
somatossensorial primario, campo de Barrel), outras areas prosencefalicas,
como a BDB, a ASL, a ASM e as camadas radial e granular da FH) e com
nucleos do tronco encefalico (como o NLR, o NMdR, o NDR e o LC), que
podem ser implicados na elaboracédo da atividade epileptogénica e no controle
dos processos nociceptivos, onde suas redes neurais parecem estar envolvidas
na elaboracao da analgesia pos-ictal.

A elucidacao das possiveis bases neuroanatdmicas que podem elaborar
as crises convulsivas e processos antinociceptivos, e da neuroquimica do
sistema colinérgico muscarinico e nicotinico do Hd e da neurotransmisséo
opioide e serotoninérgica nas colunas dorso-medial e ventro-lateral da SCP e
do LC na analgesia pos-ictal, pode representar um importante passo para o
entendimento das bases neurais e psicofarmacolégicas do controle da

oscilacao do limiar nociceptivo na epilepsia.
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6. CONCLUSOES

Estruturas corticais, tais como o coértex somatossensorial primario, o
campo de Barrel, assim como a area septal lateral, a area septal medial, a
banda diagonal de Broca e diferentes regides da formagéo hipocampal, tais
como a camada radial e a camada granular do giro denteado se conectam com
o0 hipocampo dorsal (conexdes que podem participar da elaboracdo da
atividade epileptogénica); o nucleo linear da rafe, o nicleo mediano da rafe, o
nacleo dorsal da rafe e o locus coeruleus também enviam projecdes para o
hipocampo dorsal (conexfes que podem participar da ativacdo do sistema

endogeno de inibicdo de dor na analgesia pos-ictal);

O hipocampo dorsal, as colunas dorso-medial e ventro-lateral da
substancia cinzenta periaquedutal e o locus coeruleus possuem papel
importante na elaboracdo da analgesia pos-ictal, visto que a microinjecédo de
cloreto de cobalto (farmaco que bloqueia as sinapses locais) diminuiu a

antinocicep¢cao que segue as crises convulsivas;

Os receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos do hipocampo
dorsal possuem papel relevante na elaboracdo da analgesia pos-ictal, visto que
a microinjecdo de atropina (antagonista de receptores muscarinicos) e de
mecamilamina (antagonista de receptores nicotinicos) no HD diminuiu a

antinocicep¢ao que segue as crises convulsivas;
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Os receptores p;-opioides das colunas dorso-medial e ventro-lateral da
substancia cinzenta periaquedutal e do locus coeruleus sao recrutados na
elaboracdo da analgesia pos-ictal, visto que a microinjecdo de naltrexona
(antagonista nao-seletivo de receptores opioides) e de naloxonazina
(antagonista seletivo de receptores pj-opioides) em tais colunas da SCP,

antagonizou a antinocicepgao que segue as crises convulsivas;

v Os receptores serotoninérgicos 5-HT,apc das colunas dorso-medial e
ventro-lateral da substancia cinzenta periaquedutal e do locus coeruleus
participam da elaboracdo da analgesia pos-ictal, visto que a microinjecdo de
metisergida (antagonista néo-seletivo de receptores serotoninérgicos) e de
cetanserina (antagonista com maior afinidade para receptores serotoninérgicos
5-HT,ac) €m tais estruturas antagonizaram a antinocicepcdo que segue as

crises convulsivas.
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FIGURA 30- llustracdo das abordagens neuroanatémicas de diversas areas do neuroeixo se conectando com o hipocampo
dorsal (FREITAS, 2010 - Tese), da via nigro-tectal (EICHENBERGER e cols., 2002) e das conexdes entre 0S coOrpos
quadrigémeos (CS e CI) e SCP (FREITAS e cols., 2005) com nucleos do sistema enddgeno de inibicdo de dor (MILLAN, 2002;

FREITAS e cols., 2005; Coimbra e cols., 2006).
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ANALGESIA POS-ICTAL

Tabela 10A — Historico dos estudos farmacoldgicos através de administracfes
de antagonistas por via intraperitoneal; Tabela 10B — Histérico dos estudos
neurofisiolégicos através de microinjecfes de acido iboténico ou de cloreto de
cobalto em diversos substratos neuroanatémicos; Tabela 10C — Historico dos

estudos neurofarmacoldgicos através de microinje¢cBes de antagonistas em
diversos substratos neuroanatéomicos;

A

Referéncia

| Via de administragio | Antagonista |

Receptor
Naloxona; Opidide (ndo-seletivo)
Coimbra e cols., 2001a Intraperitoneal Atroping; Muscarinico
Me tisergida 5-HT (n3o-seletivo)
Cetarserina 5-HTan/2c
Coimbra e cols.,, 2001b Intraperitoneal Naltrexona Opidide (n3o-seletivo)
Naloxonazina pi-opidide

Freitas e cols., 2004

Intraperitoneal

Atropina
Mecamilamina

Muscarinico
Nicotinico

Metisergida 5-HT (ndo-seletivo)
Freitas e cols., 2005 Intraperitoneal Cetanserina 5-HTn2¢
loimbina a,-adrenérgico
Propandlal B-adrenérgico
Freitas e cols., 2009 Intraperitoneal Metiotepina 5-HT;,pré-sinaptico
5-HT14/18,5-HTg, 5-HT;
B Refere b o Ne 0 0
Freitas e cols., 2005 LC Acido Iboténico Lesdo Neurotdxica
De Oliveirae cls., 2006 NRg/NPg e NMgR Acido Iboténico Lesdo Neurotdxica
Zanandréa, 2007 NPtA Acido Iboténico Lesdo Neurotéxica
Freitas e cols., 2008 NDR Acido Iboténico Lesdo Neurotdxica
De Oliveira, 2009 NTPP Acido Iboténico

Lesdo Neurotdxica

Freitas, 2010 (TESE)

Hd, SCPdm, SCPvl e LC

Cloreto de Cobalto

Bloqueio de Sinapses

Referéncia | Substrato Neural | Antagonista | Receptor
Naltrexona Opidide (ndo-seletivo)
Felippotti, 2005 Cl Naloxonazina p-opidide
Nar-binaltorfimina K-opidide
De Oliveira e cols., CPGc/NRGc e NMR Metisergida 5-HT (ndo-seletivo)
2006 Ritanserina 5-HT,42¢
Bassi e cols., 2006 NTPP Atropina Muscarinico
Mecamilamina Nicotinico
Zanandréa, 2007 NPtA Naloxonazina pi-opioide
Ritanserina 5-HT2¢
Freitas e cols., 2008 NDR Metisergida 5-HT (ndo-seletivo)
Cetanserina 5-HTa0¢
Freitas e cols., 2009 NDR Metiotepina 5-HT14/18, 5-HTs, 5-HT;
De Oliveira, 2009 NDR, NMgR e LC Atropina Muscarinico

Mecamilamina

Nicotinico

Ferreira e cols., loimbina a,-adrenérgico
2005,2010 LC Propanolol B-adrenérgico
(submetido) Bicuculina GABAs

Freitas, 2010 (TESE) Hd Atropina Muscarinico

Mecamilamina

Nicotinico

Freitas, 2010 (TESE)

Naltrexona

SCPdm, SCPvl e LC Naloxonazina pi-opidide
Metisergida 5-HT (ndo-seletivo)
Cetanserina 5-HTa02¢

Opidide (ndo-seletivo)

Post-scriptum: Todos os tratamentos farmacoldgicos diminuiram a analgesia pos-ictal;
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ABSTRACT

The post-ictal immobility syndrome is followed by a significant increase in the nociceptive thresholds in
animals and humans. The aim of this study was to assess the involvement of the dorsal raphe nucleus (DRN)
in the post-ictal antinociception. The second aim was to study the role of serotonergic intrinsic mechanisms
of the DRN in this hypo-algesic phenomenon. Pentylenetetrazole (PTZ), an ionophore GABA-mediated CI”
influx antagonist, was peripherally used to induce tonic-clonic seizures in Wistar rats. The nociceptive
threshold was measured by the tail-flick test. Neurochemical lesions of the DRN, performed with
microinjection of ibotenic acid (1.0 pg/0.2 pL), caused a significant decrease of tonic-clonic seizure-induced
antinociception, suggesting the involvement of this nucleus in this antinociceptive process. Microinjections
of methysergide (1.0 and 5.0 pg/0.2 pL), a non-selective serotonergic receptor antagonist, into DRN caused a
significant decrease in the post-ictal antinociception in seizing animals, compared to controls, in all post-ictal
periods presently studied. These findings were corroborated by microinjections of ketanserin (at 1.0 and
5.0 pg/0.2 pL) into DRN. Ketanserin is an antagonist with large affinity for 5-HT»a/>c serotonergic receptors,
which, in this case, caused a significant decrease in the tail-flick latencies in seizing animals, compared to
controls after the first 20 min following tonic-clonic convulsive reactions. These results indicate that
serotonergic neurotransmission of the DRN neuronal clusters is involved in the organization of the post-ictal
hypo-algesia. The 5-HT,a/2c receptors of DRN neurons seem to be critically involved in the increase of
nociceptive thresholds following tonic-clonic seizures.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The pentylenetetrazole (PTZ) is a GABAergic non-competitive
antagonist that does not interact directly with GABA receptors, but
blocks the GABA-mediated CI™ influx. The intraperitoneal injection of
PTZ in rats causes tonic-clonic seizures (De Lima and Rae, 1991;
Coimbra et al. 20014, 2001b, De Freitas et al., 2004; Freitas et al., 2005;
De Oliveira et al., 2006).

Several studies performed by neuroscientists interested in pain
modulation have aimed to investigate the neurotransmitters involved
in antinociceptive processes (Dubner, 1978; Mason et al., 1988; Mason,
1997; Rosa et al., 1998; Li et al., 2000; De Freitas et al., 2004; Dunckley
et al., 2005; Freitas et al., 2005; Coimbra et al., 2006; De Oliveira et al.,
2006). The study of GABAergic, opioid, cholinergic, noradrenergic and
serotonergic systems may contribute with elucidative data concerning
the neurochemical bases of the post-ictal analgesia. Serotonin and
noradrenaline neurotransmitters seem to be critically implicated in

* Corresponding author.
E-mail addresses: nccoimbr@fmrp.usp.br, Inn@usp.br (N.C. Coimbra).

0014-4886/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.expneurol.2008.07.003

the control of encephalic epileptogenic activity (Statnick et al., 1996a,
1996b; Bengzon, 1999). Furthermore, they are also involved in
controlling the capacity to perceive nociceptive stimuli (Coimbra et
al., 1992; 2006; Castilho et al., 1999) through neurochemical processes
induced by the stimulation of brain stem sites from where it is also
possible to induce convulsive reactions (Garcia-Cairasco and Sabba-
tini, 1991; Cardoso et al., 1994; Ribak et al., 1997).

The periaqueductal grey matter (PAG) and some nuclei of the
reticular formation, such as the dorsal raphe nucleus (DRN), have been
identified as the main structures involved in the supraspinal pain
modulation (Reynolds, 1969; Fields and Basbaum, 1989; Dubner and
Gold, 1999; Tracey et al., 2002; Coimbra et al., 2006). The electrical
stimulation or microinjections of morphine in the PAG (Nashold et al.,
1969; Mayer and Liebeskind, 1974; Cui et al, 1999) or in the DRN
(Oliveras et al., 1979) are followed by intense antinociception. In addition,
the electric stimulation of both the dorsal and the ventral mesencepha-
lon is followed by either endogenous opioid peptides- or serotonin-
mediated hypo-algesia (Nichols et al., 1989; Coimbra et al., 1992).

Radioautographic studies and immunohistochemical approaches
have shown that serotonin and its receptors are diffusely located
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inside the DRN (Descarries et al., 1982; Wang and Nakai, 1994). DRN is
an important structure, situated in the median/paramedian axis in the
mesencephalic tegmentum (Wang and Nakai, 1994), recruited for the
elaboration of antinociceptive processes after the post-ictal immobi-
lity syndrome (Freitas et al., 2005). The 5-HT.ajxc receptors are
possibly involved in the fear-induced antinociception elicited by
electrical and chemical stimulation of the mesencephalic tectum,
considering that ketanserin, a pharmacological antagonist with large
affinity for 5-HT,apoc serotonergic receptors (Hoyer, 1994, 2002),
inhibits the antinociceptive responses that follow fear-induced
explosive motor reactions (Coimbra et al., 1992; Coimbra and Branddo,
1997). Interestingly, the dorsal mesencephalon neural pathways and
descending outputs may subserve both fear-induced reactions and
proconvulsive patterns of motor reactions elicited by audiogenic
stimuli in susceptible animals (Garcia-Cairasco et al., 1993; Freitas et
al., 2005) commonly followed by antinociceptive responses (Coimbra
et al., 2006; De Oliveira et al., 2006).

The 5-HT, subfamily includes three subtypes: 5-HTa, 5-HT>g, and 5-
HT,c. Unlike 5-HT,4 and 5-HT,¢ receptor-like immunoreactivity, which
have a widespread CNS distribution, 5-HT,p receptors are expressed in
discrete brain nuclei in the rat (Duxon et al., 1997). In fact, 5-HT,4 and 5-
HT,c serotonin receptors have been detected through the use of
pharmacological antagonists, like ketanserin, that have more affinity for
5-HT,aoc receptors (Hoyer et al., 1994, 2002). The serotonergic neuro-
transmission has been observed in numerous rat brain regions involved
in the regulation of antinociceptive processes, including the superior
colliculus (SC) (Coimbra et al., 1992), the inferior colliculus (IC) (Castilho
and Branddo, 2001), the PAG (Coimbra et al, 1992; Coimbra and
Branddo, 1997), the nucleus raphe magnus (NRM) (Sorkin et al., 1993;
De Oliveira et al., 2006), and the nucleus reticularis gigantocellularis/
paragigantocellularis (NRG/NRPG) complex (De Oliveira et al., 2006).
The former antinociceptive system is connected to cranial aspects of the
dorsal mesencephalon, in which serotonin-positive perikarya have been
recently identified (Coimbra et al., 2006).

The aims of the present study were to investigate the involvement
of DRN in the post-ictal antinociception, and the role of DRN-
serotonergic receptors (like 5-HT,a/2c receptors) in the elaboration of
analgesia that follows the tonic-clonic seizures.

Materials and methods
Animals

Male Wistar albino rats, weighing between 200-250 g, from the
animal care facility of the University of Sdo Paulo (USP; Campus of
Ribeirdo Preto) were used. These animals were housed in groups of
four in a plexiglass-walled cage, and given free access to food and
water throughout the experiment. The room temperature was
controlled (22+1 °C), and a light-dark cycle (07:00-19:00 h lights
on) was maintained. All experiments were performed in accordance
with the recommendation of the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the FMRP-USP (proc.015/2005) which are based
on the Brazilian Society for Neuroscience and Behaviour (SBNeC)
Ethics.

Nociceptive testing

All rats had their nociception thresholds compared using the tail-
flick test. Each animal was placed in a restraining apparatus (Stoelting)
with acrylic walls and its tail was placed in a heating sensor (Tail-flick
Analgesia Instrument; Stoelting, Illinois, USA), which calorimetric
progressive elevation was automatically interrupted when the animal
removed its tail from the apparatus. The current raised the
temperature of the coil (Ni/Cr alloy; 26.04 cm in lengthx0.02 cm in
diameter) at the rate of 9 °C/s (Prado and Roberts, 1985), starting at
room temperature (approximately 20 °C). A small adjustment of the

current intensity could be done, if necessary, in the beginning of
the experiment, aiming to obtain three consecutive tail-flick latencies
(TFL) between 2.5 s and 3.5 s. If the animal did not remove its tail from
the heater within 6 s, the apparatus was automatically turned off in
order to prevent damage to the skin. Three baselines of control tail-
flick latencies were taken at 5-min intervals. Tail-flick latencies were
also measured following seizures elicited by peripheral administra-
tions of PTZ.

Neurophysiological procedures

Neurochemical lesion of the neurons situated in dorsal raphe nucleus

The animals (n=7-8 per group) were anaesthetized with sodium
pentobarbital (45 mg/kg, IP) and fixed in a stereotaxic frame (David
Kopf, USA). A stainless steel guide cannula (0.d. 0.6 mm, i.d. 0.4 mm)
was implanted in the midbrain, aimed at the dorsal raphe nucleus. The
upper incisor bar was set at 3.3 mm below the interaural line, such
that the skull was horizontal between bregma and lambda. The guide
cannula was vertically introduced using the following coordinates,
with the bregma serving as the reference for each plane: anteropos-
terior, —8.0 mm; mediolateral, 0.2 mm; and dorsoventral, 5.0 mm to
DRN. The guide cannula was fixed to the skull by means of acrylic resin
and two stainless steel screws. At the end of the surgery, each guide
cannula was sealed with a stainless steel wire to protect it from
obstruction. Five days after surgery the animals were injected with
0.2 pL of the neurotoxin ibotenic acid (SIGMA). After the animals were
anesthetized with intraperitoneal (IP) injection of sodium pentobar-
bital at 45 mg/kg, the injection needle was linked to a 1.0 pL hand-
drive syringe (Hamilton) by means of polyethylene tubing. The
injection was made using a thin dental needle (Mizzy, o.d. 0.3 mm)
introduced through the guide cannula until its lower end was 1 mm
below its tip. The needle was left in the place for an additional 1 min
after injection. Five days latter, the animals received pentylenete-
trazole (64 mg/kg, IP), and the nociceptive responses were evaluated
after seizures.

Neuropharmacological procedures

Central administration of selective or non-selective serotonergic
receptors antagonists in the dorsal raphe nucleus

The animals (n=6-9 per group) were anaesthetized with sodium
pentobarbital (45 mg/kg, IP), fixed in a stereotaxic frame and a guide
cannula was implanted in the midbrain, aimed at the dorsal raphe
nucleus, according to coordinates specified above. Five days after
surgery, the animals received an injection with 1.0 or 5.0 ug/0.2 pL of a
given serotonergic antagonist (methysergide or ketanserin) or its
vehicle (NaCl at 0.9%; 0.2 pL). The injection was made using a thin
dental needle (Mizzy, o.d. 0.3 mm) introduced through the guide
cannula until its lower end was 1 mm below its tip. The needle was left
in the place for an additional 1 min after injection. Five minutes later,
the animals received pentylenetetrazol (64 mg/kg; IP), and the
nociceptive responses were recorded immediately after seizures,
and 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150, and 180 min after tonic-clonic
convulsions.

Behavioural test and seizure evaluation

Behavioural tests were made by placing the rats in the interior of a
circular arena, which walls, made of transparent acrylic, measured
60 cm in diameter and 50 cm in height. This arena was located in an
experimental room and illuminated by a fluorescent lamp (350 Ix at
the arena floor level). The evaluation of the effects of drug
administration (PTZ, methysergide, ketanserin and physiological
saline) was made with the rats inside the arena.

The tonic-clonic convulsive reactions induced by PTZ (64 mg/kg,
IP) were the motor parameter used to evaluate the effect of the GABA-
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Table 1

Scale of severity of generalized tonic-clonic convulsive reactions induced by
intraperitoneal administration of pentylenetetrazole (64 mg/kg), according to
Racine's index of severity (Racine, 1972), latter modified by Maggio and Gale (1989)

Score  Seizing reaction

0.5 Piloerection, jaw myoclonic reaction

1.0 Facial movements, hyperactivity, intense sniffing behaviour
Short duration anterior paw myoclonus, without periodicity

2.0 Head myoclonia and moderate myoclonia of anterior paw with duration of at
least 5 s

3.0 Severe anterior paw myoclonia with duration of at least 15 s

4.0 Rearing response and severe myoclonic reaction of the anterior paw

5.0 Rearing and falling, and severe myoclonia of anterior paw

mediated CI” influx blockade. The latency of seizures was defined as
the time frame from the injection of PTZ to the first evidence of
anterior paw myoclonia, time considered as the first sign of the
beginning of seizures. The severity of the convulsive reactions was
evaluated according to Racine's scores (Racine, 1972) modified by
Maggio and Gale (1989) (Table 1). The PTZ-induced convulsive
reactions were recorded using a video camera (Panasonic, M3500)
focusing the open field and the VHS tapes (JVC, SX Gold) were
subsequently evaluated in order to classify, characterize, and quantify
the convulsive reactions.

Drugs

Pentylenetetrazole (Sigma/Aldrich, St. Louis, MO, USA), ibotenic
acid (Sigma), methysergide (Sigma), and ketanserin (Sigma) were each
dissolved in physiological saline (NaCl; 0.9%) shortly before use.

Drugs were administered in the following doses: Neurochemical
lesions were made using centrally administered ibotenic acid (1.0 pg/
0.2 pL). Neuropharmacological studies were made using centrally
administered methysergide (at 1.0 and 5.0 pg/0.2 pL, into DRN),
ketanserin (at 1.0 and 5.0 pg/0.2 pL, into DRN) and seizures were
elicited by peripheral administration of PTZ (64 mg/kg, IP).

Analysis of results
Data from experiments made with the aim of investigating the
effect of seizures on nociceptive thresholds and the involvement of

dorsal raphe nucleus neural substrate as well as the role of DRN-
serotonergic neurotransmission in the elaboration of post-ictal

6.5
5.5

4.5

A B

35

Nociceptive Threshold / TFL (s)

antinociception were analyzed by ANOVA for repeated measurements.
In case of significant treatment versus time interaction, one-way
ANOVAs followed by Duncan's post-hoc test, at each time interval,
were performed. A level of P<0.05 was used to confirm statistically
significant differences.

Results

PTZ treatment evoked seizing reactions characterized by tonic-
clonic convulsions in all animals. Seizure reactions were not preceded
by wild running and lasted from 20 s up to 80 s. Control rodents that
were pretreated with physiological saline and submitted to the tail-
flick test did not display significant changes in the nociceptive
thresholds. All midbrain neuronal clusters studied in the present
work were situated inside the DRN, as shown in Fig. 5.

The neurotoxical damage of DRN neurons decreased the anti-
nociception that follows tonic-clonic seizures. There were significant
effects of treatment [F (2,20)=24.78; P<0.001], time [F (12,31)=65.54;
P<0.001], and treatment versus time interaction [F (60,147)=20.17;
P<0.001]. One-way ANOVAs showed a significant treatment effect of
post-ictal analgesia from O to 20 min after seizures [F (5,42) varying
from 4.44 to 54.06; P<0.05]. Post-hoc analyses showed that the lesion
of DRN with ibotenic acid at 1.0 pg/0.2 L decreased the post-ictal
antinociception when compared with groups sham or saline into DRN
plus PTZ peripherally administered. Groups saline or sham into DRN
plus PTZ peripherally (IP) administrated, presented significant
difference when compared with saline or sham or ibotenic acid plus
saline intraperitoneally administrated. Data are shown in Fig. 1.

The non-specific serotonergic receptor antagonism of DRN with
local microinjections of methysergide decreased the post-ictal anti-
nociception. There were significant effects of treatment [F (3,31)
=57.19; P<0.001], time [F (12,20)=62.55; P<0.001], and treatment
versus time interaction [F (36,56)=5.30; P<0.001]. One-way ANOVAs
showed that there were significant treatment effects from 0 to
120 min [F (2,23) varying from 34.81 to 5.17; P<0.001]. Post-hoc
analysis showed that the microinjections of methysergide at the major
dose (5.0 pg/0.2 pL) in the DRN caused an expressive decrease in the
tail-flick latencies immediately after the end of seizures while the
same antagonist at the minor dose (1.0 pg/0.2 pL) antagonized the
post-ictal antinociception 10 min after the seizures. These data follow
a dose-dependent effect and are shown in Fig. 2.

This study also investigated the involvement of the 5-HT,ajxc
receptors in post-ictal antinociceptive process through microinjection

L=l L

BL1 BL2  BL3 0 10
—A—Saline (NaCl 0,9% intra-DRN) + Saline (NaCl 0.9%, IP)
—— Sham (intra-DRN) + Saline (NaCl 0.9%, IP)

—O— Sham (intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)

20 30 40 60 90 120 150 180 min
—&— Saline (NaCl 0.9% intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)
—3— Ibotenic Acid (1.0 pg/0.2 pL intra-DRN) + Saline (NaCl 0.9%, IP)

—— Ibotenic Acid (1.0 pg/0.2 pL intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)

Fig. 1. Effect of neurotoxic damage (caused by local microinjections of ibotenic acid at 1.0 ug/0.2 uL) of the dorsal raphe nucleus (n=8) on post-ictal antinociception elicited by the
ionophore blockade of GABA-mediated CI” influx with intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg). Data are presented as mean+SEM. * Statistically
significant differences (P<0.05), as compared with DRN-physiological saline plus intraperitoneally (IP) physiological saline-treated group (n=7); * Statistically significant differences
(P<0.05), as compared with DRN-sham procedure plus IP physiological saline-treated group (n=7); # Statistically significant differences, as compared with DRN-ibotenic acid
damage plus IP physiological saline-treated group (n=7); % Statistically significant differences, as compared with DRN-sham procedure plus IP PTZ-treated group (n=7); +
statistically significant differences, as compared with DRN-physiological saline plus IP PTZ-treated group (n=7), according to repeated measure ANOVA, followed by the Duncan's
post-hoc test. Arrows point in A, either the sham procedure or the microinjection of physiological saline or ibotenic acid in the DRN, and in B the peripheral administration of either
physiological saline or PTZ five days after each mentioned procedure in the DRN. TFL: tail-flick latencies; BL: baseline.
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—— Saline (NaCl 0.9% intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)
—— Methysergide (1.0 pg/0.2 L intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)
—0— Methysergide (5.0 pg/0.2 L intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)

Fig. 2. Effect of microinjections of physiological saline (at 0.2 pL) (n=9), or methysergide at 1.0 pg/0.2 puL (n=9) or at 5.0 pg/0.2 UL (n=9) in the dorsal raphe nucleus (DRN) on the post-
ictal antinociception elicited by the ionophore blockade of GABA-mediated CI” influx with intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg). Data were
presented as mean+SEM. * Statistically significant differences (P<0.05), as compared with DRN-physiological saline plus IP PTZ-treated group (n=9); + statistically significant
differences, as compared with DRN-methysergide at 1.0 pg/0.2 pL plus IP PTZ-treated group (n=9); according to repeated measure ANOVA, followed by the Duncan's post-hoc test.
Arrows point in A, either the microinjection of physiological saline or methysergide in the DRN, and in B the peripheral administration of PTZ 5 min after each mentioned

microinjection in the DRN. TFL: tail-flick latencies.

of the serotonergic receptor antagonist ketanserin (with more affinity
for 5-HTap2c receptors) in the DRN. There were significant effects of
treatment [F (3,31)=57.19; P<0.001], time [F (12,20)=62.55;
P<0.001], and treatment versus time interaction [F (36,56)=5.30;
P<0.001]. One-way ANOVAs showed that there were significant
treatment effects from 0 to 120 min [F (2,23) varying from 34.81 to
5.17; P<0.001]. Post-hoc analysis showed that ketanserin either at
1.0 pg/0.2 pL or at 5.0 pg/0.2 pL decreased the post-ictal analgesia
recorded from 20 to 90 min after tonic-clonic convulsions. These data
are shown in Fig. 3.

These effects are not independent of the epileptic crisis induced
by the blockade of the GABA-mediated ClI™ influx, considering that
the central administration of methysergide or ketanserin at major
dose (5.0 pg/0.2 pL) targeted to the DRN did not cause any sta-
tistically significant effect on nociceptive thresholds (p>0.05 in all
cases, as compared to the control). Therefore, both serotonergic
antagonists exert their effects on the post-ictal antinociception
acting on serotonergic receptors of the DRN. These data are shown
in Fig. 4.

Each epicenter of ibotenic acid, methysergide or ketanserin
microinjections in the DRN was depicted in anagrams of Paxinos

and Watson's atlas (Fig. 5). Finally, the different pharmacological
treatments and sham procedure had no statistically significant effect
on the latency of the first myoclonia onset, duration of each tonic-
clonic seizure, total duration of seizures, or on the severity of tonic-
clonic convulsions, as shown in Tables 2-4.

Discussion

The present work suggests the involvement of the serotonergic
neurotransmission into the DRN in the antinociceptive processes
evoked after Pentylenetetrazole (PTZ)-induced seizures. The present
findings corroborate previous reports from our laboratory (Coimbra et
al., 2001a; Freitas et al., 2005; De Oliveira et al., 2006) showing the
key-role of the serotonin-mediated system in the organization of the
hypo-algesia that follows tonic-clonic seizures and contribute with
original findings suggesting the involvement of dorsal raphe nucleus-
5-HT,a/2c serotonergic receptors in the organization of the post-ictal
antinociception.

Pentylenetetrazole-induced tonic-clonic seizures were not pre-
ceded by wild running in any of the studied animals. Generalized
tonic-clonic convulsions were followed by an increase in the
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® 35
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25
-35 -30 -25 -15 -10 0 10 20 30 40 60 90 120 150 180 min

—— Saline (NaCl 0.9% intra-DRN) + PTZ (64 mglkg, IP)
—&— Ketanserin (1.0 pg/0.2 pL intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)
—O— Ketanserin (5.0 pg/0.2 pL intra-DRN) + PTZ (64 mg/kg, IP)

Fig. 3. Effect of microinjections of physiological saline (at 0.2 pL) (n=8), or ketanserin at 1.0 ug/0.2 uL (n=6) or at 5.0 pg/0.2 pL (n=8) in the dorsal raphe nucleus (DRN) on the post-ictal
antinociception elicited by the ionophore blockade of GABA-mediated Cl™ influx with intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg). Data were presented
as mean+SEM. * Statistically significant differences (P<0.05), as compared with DRN-physiological saline plus IP PTZ-treated group (n=9); according to repeated measure ANOVA,
followed by the Duncan's post-hoc test. Arrows point in A, either the microinjection of physiological saline or ketanserin in the DRN, and in B the peripheral administration of PTZ

5 min after each mentioned microinjection in the DRN. TFL: tail-flick latencies.
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Fig. 4. Lack of effect of microinjections of physiological saline (at 0.2 pL) (n=8), methysergide (at 5.0 pg/0.2 pL) (n=9) or ketanserin at 5.0 pg/0.2 pL (n=8) in the dorsal raphe nucleus
(DRN) followed by intraperitoneal (IP) administration of physiological saline on the nociceptive threshold (withdrawal reflexes) recorded in the tail-flick test. Data were presented as
mean+SEM. P>0.05 in all cases, according to repeated measure ANOVA, followed by the Duncan's post-hoc test. Arrows point in A the microinjections of serotonergic receptor
antagonists in the DRN, and in B the peripheral administration of physiological saline 5 min after each mentioned microinjection in the DRN. TFL: tail-flick latencies.

Bregma -7.80

53

Bregma -8.20 mm Bregma -8.00 mm

Fig. 5. A: Schematic representation of histologically confirmed sites of microneedle introduction in the sham group (open squares), microinjections of physiological saline (open
triangles), or ibotenic acid (1.0 pg/0.2 pL) (epicenter illustrated by closed circles) in the dorsal raphe nucleus (DRN). B: Histologically confirmed sites of microinjections of physiological
saline (open squares), methysergide at 1.0 pg/0.2 pL (closed circles) or at 5.0 pug/0.2 uL (open circles) in the DRN. C: Histologically confirmed sites of microinjections of physiological
saline (open squares), ketanserin at 1.0 pg/0.2 pL (closed circles) or at 5.0 pg/0.2 pL (open circles) in the DRN. D: Histologically confirmed sites of microinjections of physiological saline
(open squares), methysergide at 5.0 pg/0.2 pL (closed circles) or ketanserin at 5.0 pg/0.2 pL (open circles) in the DRN.
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Table 2

Lack of effect of the neurochemical lesion of the dorsal raphe nucleus (DRN) neurons with ibotenic acid, local microinjection of physiological saline or sham procedure on the latency
of starting of the first myoclonia, duration of each tonic-clonic seizure, total duration of seizures, on the severity of tonic-clonic convulsions, or on the temporal window covering the
time between the first and the last seizure induced by intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg)

Group Latency (mean+SEM)  Duration (mean+SEM) Total duration ~ Severity (mean+SEM)  Temporal window (mean+SEM)
=7 to 8 of starting the first of each tonic-clonic (mean +SEM) of tonic-clonic covering the time between the
myoclonia (s) seizure (s) of seizure (s) seizures first and the last seizure
1st 2nd 3rd 4th According to Racine's
Index (Racine, 1972)
Saline (NaCl 0.9% intra-DRN)+ 44+4 19+5 13x4 204 1625 68%5 3.5+4 5 min and 58 s+45 s
PTZ (64 mg/kg, IP)
Sham (intra-DRN)+PTZ (64 mg/kg, [P) 434 17+7 13+6 1615 +2 59t5 3.6+4 5 min and 11 s+22 s
Ibotenic acid (1.0 pg/0.2 pL intra-DRN)+  50+2 15+6 175 22#3 64 70+5 3.9+3 6 min and 08 s+33 s

PTZ (64 mg/kg, IP)

nociceptive threshold in all animals submitted to the tail-flick test.
Although there are other very useful nociceptive tests, such as the
plantar test and the hot-plate test, in the present study, we decided to
use only the tail-flick test, an experimental model that recruits spinal
reflexes as compared with other classic nociceptive methods, such as
the hot-plate and formalin tests, both recruiting supraspinal mechan-
isms (Dickenson et al., 1979; Le Bars et al., 2001). The choice of the tail-
flick test in the present work avoided the non-expected cortical
depression effect on the nociceptive thresholds and supraspinal motor
neuron activity, considering that the spinal reflexes are not affected by
the post-ictal cortical depression (Coimbra et al., 2001a; De Freitas
et al,, 2004).

GABAergic connections from substantia nigra, pars reticulata, to
corpora quadrigemina and periaqueductal grey matter (Grofova et al.,
1978; Redgrave et al., 1992; Eichenberger et al., 2002; Ribeiro et al.,
2005; Castellan-Baldan et al., 2006) suggest that these structures are
strong candidates as neural substrate in which PTZ could produce its
convulsive activity. A recent report showed that stimulation of the
periaqueductal grey matter, a brainstem structure involved in the
generation of fear-induced behaviour, panic attacks and antinocicep-
tion (Nichols et al., 1989; Coimbra et al., 1992; Vargas and Schenberg,
2001; Vianna et al., 2001) is sufficient to induce forebrain seizures
(Peterson et al., 2000).

The DRN is an important area involved in pain perception control
(Wang and Nakai, 1994; Miyase et al., 2005; Freitas et al., 2005; Kishi
et al., 2006), and its activity can be mediated by serotoninergic
neurotransmission in the ascending and descending mesencephalic
efferent pathways directly or indirectly targeted to other nuclei
of the endogenous pain inhibitory system, such as the anterior
pretectal nucleus (APtN) (Rosa et al., 1998), NRM (Basbaum and
Fields, 1984; Millan 1999, 2002) and locus coeruleus (LC) (Freitas
et al.,, 2005).

It has been described that the midbrain neural substrates organize
serotonin-mediated antinociceptive processes (Oliveras et al., 1979;
Nichols et al., 1989; Coimbra et al., 1992; Castilho et al., 1999), possibly

Table 3

recruiting raphe nuclei activity through tectum-reticular projections
(Vasko, et al., 1984; El-Yassir and Fleetwood-Walker, 1990; Coimbra
et al., 2006). In fact, a study has recently identified positive serotonin-
containing neurons in intermediate and deep strata grisea of the
superior colliculus, as well as in dorsal and ventral columns of the PAG
(Coimbra et al., 2006). It is possible that serotonergic-mediated
mechanisms responsible for the fear-induced responses organized in
the midbrain tectum (Vargas et al.,, 2000; Moreira and Guimaraes,
2005; Pobbe and Zangrossi Jr., 2005) may be also recruited during
convulsive reactions (Cavalheiro et al., 1981), considering that the
same neural substrate involved with the organization of defensive
behaviours and fear-induced antinociception (Coimbra and Brandao,
1997; Coimbra et al., 2006) may elicit convulsive reactions, depending
on the intensity of locally applied stimuli (Cardoso et al., 1992; Cardoso
et al., 1994).

Nevertheless, the LC, an important structure of the pons, rich in
norepinephrine-containing neurons (Clark et al., 1991; Clark and
Proudfit, 1991, 1992), or the DRN, rich in serotonin-containing
perikarya (Wang and Nakai, 1994), inhibits the activation of
nociceptive ascending pathways through the interface of endogenous
opioid peptide-containing interneurons in the dorsal horn of the
spinal cord (Basbaum and Fields, 1984, 1989, Millan, 2002). In fact, in
the present study, the neurochemical lesion of the DRN reduces the
post-ictal antinociception, demonstrating the role of that nucleus in
the organization of the antinociceptive phenomenon that follows the
post-ictal immobility syndrome.

There is conflicting data in the literature suggesting the possibility
that the DRN neurons do not express neither 5-HT,a nor 5-HTyc
receptors. However, there is other evidence suggesting that there is a
negative feedback looping within the DRN-PAG continuum in which
serotonin induces an increase in inhibitory post-synaptic potentials in
serotonergic cells by exciting GABAergic interneurons in the DRN via
5-HT,a/2c receptors (Liu et al., 2000; Clemett et al., 2000; Lépez-
Giménez et al., 2001; Serrats et al., 2005). Our data corroborate this
interesting finding showing that 5-HT,a»c serotonergic receptors of

Lack of effect of the dorsal raphe nucleus (DRN) pharmacological treatments with methysergide at different doses on the latency of starting of the first myoclonia, duration of each
tonic-clonic seizure, total duration of seizures, on the severity of tonic-clonic convulsions, or on the temporal window covering the time between the first and the last seizure

induced by intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg)

Group Latency (mean+SEM) Duration (mean+SEM) Total duration ~ Severity (mean+SEM) Temporal window (mean +SEM)
n=9 of starting the first of each tonic—clonic (mean+SEM)  of tonic—clonic seizures covering the time between the
myoclonia (s) seizure (s) of seizure (s) first and the last seizure
1st 2nd 3rd 4th According to Racine's
Index (Racine, 1972)

Saline (NaCl 0.9% intra-DRN)+ 54+6 156 235 11+8 63 5515 3.6+0.4 5 min and 12 s+36 s

PTZ (64 mg/kg, IP)
Methysergide (1.0 pg/0.2 pL 5045 1846 1744 12#4 82 55%4 3.8+40.2 6 min and 10 s£52 s

intra-DRN)+PTZ (64 mg/kg, IP)
Methysergide (5.0 pg/0.2 pL intra-DRN)+  45+6 14+8 1843 106 5+2 47%7 33+0.6 5 min and 22 s+48 s

PTZ (64 mg/kg, IP)
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Table 4

R.L. Freitas et al. / Experimental Neurology 213 (2008) 410-418

Lack of effect of the dorsal raphe nucleus (DRN) pharmacological treatments with ketanserin at different doses on the latency of starting of the first myoclonia, duration of each tonic-
clonic seizure, total duration of seizures, on the severity of tonic-clonic convulsions, or on the temporal window covering the time between the first and the last seizure induced by

intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg)

Group Latency (mean+SEM) Duration (mean+SEM) Total duration Severity (mean+SEM) of Temporal window (mean +SEM)
=610 8 of starting the first of each tonic-clonic (mean+SEM) tonic-clonic seizures covering the time between the
myoclonia (s) seizure (s) of seizure (s) first and the last seizure
1st 2nd  3rd  4th According to Racine's Index
(Racine, 1972)

Saline (NaCl 0.9% intra-DRN)+ 48+8 18+4 156 186 10+5 61%5 34+04 5 min and 52 s+38 s

PTZ (64 mg/kg, IP)
Ketanserin (1.0 pg/0.2 pL intra-DRN)+ 50+6 16£6 13+7 1412 1714 60%5 3.2+04 6 min and 12 s+42 s

PTZ (64 mg/kg, IP)
Ketanserin (5.0 pg/0.2 uL intra-DRN)+ 53%5 23+¥2 745 124#5 106 52%5 3.8+0.2 6 min and 02 s+36 s

PTZ (64 mg/kg, IP)

the dorsal raphe nucleus exert an important role in the organization of
the post-ictal antinociception. The curve that represents the effect of
methysergide at 5.0 pg/0.2 pL returned to the baseline 40 min after the
end of seizures, while the curve that represents the effect of
methysergide at 1.0 pg/0.2 pL returned to baseline only 60 min after
the end of seizures. The present study showed that methysergide
occupied non-selectively the subtypes of serotonin receptors and its
more expressive antagonism was found when the drug was admini-
strated at major dose. On the other hand, the blockade of 5-HTac
receptors with ketanserin does not follow a dose-effect curve
considering that no statistically significant differences were found
between doses, possibly suggesting maximum effect of the minor
dose.

Numerous studies have indirectly identified putative serotonergic
neurons of DRN using a number of pharmacological and electro-
physiological criteria (e.g., Aghajanian and Lakoski 1984; Sprouse and
Aghajanian 1987; Liu et al. 2000; Haj-Dahmane 2001). These criteria
include inhibitory (hyperpolarization) post-synaptic potential of
serotonin via 5-HT;, receptor activation and study of serotonin-
mediated broad action potentials (Aghajanian and VanderMaelen
1982; Xu et al. 1998). In addition, recent report showed evidence that
the perfusion of the dorsal raphe nucleus with the 5-HT;, receptor
antagonist 4-iodo-N-[2-[4-(methoxyphenyl)-1-piperaziny)ethyl]-N-
2-pyridinyl-benzamide hydrochloride produced a sixfold 5-HT
increase in the DRN during motor and arousal or sleepy states (Fiske
et al,, 2008), in agreement with the hypothesis that DRN neuronal
activity is modulated via pre-synaptic somatodendritic 5-HTq,
autoreceptors (VanderMaelen et al., 1986; Sprouse and Aghajanian,
1987). On the contrary, non-serotonergic DRN neurons are presum-
ably excited (depolarized) by serotonin via 5-HT,ajxc receptor ac-
tivation and have narrow action potentials. Recent studies examining
directly identified serotonergic and non-serotonergic DRN neurons
indicate that these neuronal groups are likely to be pharmacologically
and electrophysiologically heterogeneous (Kirby et al. 2003; Beck et al.
2004).

The 5-HT,5 and 5-HT,c receptors exhibit 46-50% overall
sequence identity and couple preferentially to Gq protein, which
increases the hydrolysis of inositol phosphates and increases the
cytosolic [Ca*]. Consequently, it exerts excitatory effects on second-
ary neurons in the neural networks inside the DRN (Hoyer et al.,
1994, 2002). The serotonergic system and 5-HT,ajxc are clearly
involved in many antinociceptive responses (Coimbra and Brandao,
1997; Millan, 1999, 2002; Freitas et al., 2005; Rebougas et al., 2005;
Miyase et al., 2005, Kishi et al., 2006; De Oliveira et al., 2006).
Furthermore, according to the present findings, the dorsal raphe
nucleus seems to be a key structure in pain modulation during the
ictal/post-ictal period.

In conclusion, the decrease in DRN activity, through neurotoxic
lesion, caused a decrease in the post-ictal analgesia. The serotoner-
gic pathways and 5-HT5a2c subfamily of serotonin receptors of the

DRN exert an important role in the organization of the post-ictal
antinociception.

Acknowledgments

This work was supported by FAPESP (proc. 96/08574-9, 02/01496-5
and 07/01174-1) and FAEPA (proc. 537/1995 and 70/2002). G.S. Bassi
was the recipient of a Scientific Initiation scholarship sponsored by
FAPESP (04/14786-7). R.L. Freitas was the recipient of a Master
fellowship sponsored by FAPESP (proc. 03/05256-1) and is a Doctorate
(Ph.D.) student supported by CAPES. N.C. Coimbra is the recipient of a
Research fellowship (level 1B) from CNPq (proc. 304421/2007-3) and
was a CNPq-postdoctoral researcher (proc 200629/2005-0) at the
Physiology, Anatomy and Genetics and Clinical Neurology (FMRIB
Centre) Departments of the University of Oxford, Oxford, England,
United Kingdom. The authors are grateful to Daoud Hibrahim Elias-
Filho, Valdir Mazzucato and Izilda Rodrigues Violante for their expert
technical assistance. D.H. Elias-Filho was the recipient of a technician
scholarship from FAPESP (TT-2, proc. 02/01497-1) and is the recipient
of a technician scholarship from CNPq (Edital CNPq 057/2005; Bolsas
de Apoio Técnico; Ciéncias da Vida; proc. 501858/2005-9).

References

Aghajanian, G.K., VanderMaelen, C.P., 1982. Intracellular recordings from serotonergic
dorsal raphe neurons: pacemaker potentials and the effect of LSD. Brain. Res. 238,
463-469.

Aghajanian, G.K., Lakoski, .M., 1984. Hyperpolarization of serotonergic neurons by
serotonin and LSD: studies in brain slices showing increased K conductance. Brain.
Res. 305, 181-185.

Basbaum, AL, Fields, H.L, 1984. Endogenous pain control systems: brainstem spinal
pathways and endorphin circuitry. Annu. Rev. Neurosci. 7, 309-338.

Beck, S.G., Pan, Y.Z,, Akanwa, A.C,, Kirby, L.G., 2004. Median and dorsal raphe neurons
are not electrophysiologically identical. J. Neurophysiol. 91, 994-1005.

Bengzon, J., Hansson, S.R., Hoffman, B.J., Lindvall, O., 1999. Regulation of norepinephrine
transporter and tyrosine hydroxylase mRNAs after kainic acid-induced seizures.
Brain. Res. 842, 239-242.

Cardoso, S.H., Melo, L.L., Coimbra, N.C., Brandao, M.L., 1992. Opposite effects of low and
high doses of morphine on neural substrates of aversion in the inferior colliculus.
Behav. Pharmacol. 3, 489-495.

Cardoso, S.H., Coimbra, N.C,, Branddo, M.L, 1994. Defensive reactions evoked by
activation of NMDA receptors in distinct sites of the inferior colliculus. Behav. Brain.
Res. 63, 17-24.

Castellan-Baldan, L., Da Costa Kawasaki, M., Ribeiro, SJ., Calvo, F, Corréa, V.M.A.,
Coimbra, N.C., 2006. Topographic and functional neuroanatomical study of
GABAergic disinhibitory striatum-nigral inputs and inhibitory nigrocollicular
pathways: neural hodology recruiting the substantia nigra, pars reticulata, for the
modulation of the neural activity in the inferior colliculus involved with panic-like
emotions. ]. Chem. Neuroanat. 32, 1-27.

Castilho, V.M., Avanzi, V., Branddo, M.L., 1999. Antinociception elicited by aversive
stimulation of the inferior colliculus. Pharmacol. Biochem. Behav. 62, 425-431.
Castilho, V.M., Branddo, M.L,, 2001. Conditioned antinociception and freezing using
electrical stimulation of the dorsal periaqueductal gray or inferior colliculus as
unconditioned stimulus are differentially regulated by 5-HT,a receptors in rats.

Psychopharmacology 155, 154-162.

Cavalheiro, E.A., Elisabetsky, E., Campos, C.J., 1981. Effect of brain serotonin level on
induced hippocampal paroxysmal activity in rats. Pharmacol. Biochem. Behav. 15,
363-366.



R.L. Freitas et al. / Experimental Neurology 213 (2008) 410-418 417

Clark, EM., Proudfit, H.K., 1991. The projection of locus coeruleus neurons to the spinal
cord in the rat determined by anterograde tracing combined with immunocyto-
chemistry. Brain. Res. 538, 221-245.

Clark, EM., Proudfit, HK., 1992. Anatomical evidence for genetic differences in the
innervation of the rat spinal cord by noradrenergic locus coeruleus neurons. Brain.
Res. 59, 144-153.

Clark, EM., Yeomans, D.C., Proudfit, HK., 1991. The noradrenergic innervation of the
spinal cord: differences between two substrains of Sprague-Dawley rats deter-
mined using retrograde tracers combined with immunocytochemistry. Neurosci.
Lett. 125, 155-158.

Clemett, D.A., Punhani, T., Duxon, M.S., Blackburn, T.P,, Fone, K.C.F,, 2000. Immunohis-
tochemical localisation of the 5-HT,c receptor protein in the rat CNS. Neurophar-
macology 39, 123-132.

Coimbra, N.C,, Branddo, M.L., 1997. Effects of 5-HT, receptors blockade on fear-induced
analgesia elicited by electrical stimulation of the deep layers of the superior
colliculus and dorsal periaquedutal gray. Behav. Brain. Res. 87, 97-103.

Coimbra, N.C., Tomaz, C., Branddo, M.L., 1992. Evidence for the involvement of serotonin
in the antinociception induced by electrical or chemical stimulation of the
mesencephalic tectum. Behav. Brain. Res. 50, 77-83.

Coimbra, N.C., Castro-Souza, C., Segato, E.M., Nora, J.E.P., Herrero, C.EP.S., Tedeschi-Filho,
W., Garcia-Cairasco, N., 2001a. Post-ictal analgesia: involvement of opioid,
serotoninergic and cholinergic mechanisms. Brain. Res. 888, 314-320.

Coimbra, N.C,, Freitas, R.L., Savoldi, M., Castro-Souza, C., Segato, E.M.,, Kishi, R., Weltson,
A., Resende, G.C.C., 2001b. Opioid neurotransmission in the post-ictal analgesia:
involvement of p;-opioid receptor. Brain. Res. 903, 216-221.

Coimbra, N.C., De Oliveira, R., Freitas, R.L., Ribeiro, S.J., Borelli, K.G., Pacagnella, R.C,,
Moreira, J.E., Da Silva, LA, Melo, LL., Lunardi, L.O., Branddo, M.L, 2006.
Neuroanatomical approaches of the tectum-reticular pathways and immunohisto-
chemical evidence for serotonin-positive perikarya on neuronal substrates of the
superior colliculus and periaqueductal gray matter involved in the elaboration of
the defensive behavior and fear-induced analgesia. Exp. Neurol. 197, 93-112.

Cui, M., Feng, Y., Mcadoo, D.J., Willis, W.D., 1999. Periaqueductal gray stimulation-
induced inhibition of nociceptive dorsal horn neurons in rats is associated with the
release of norepinefrine, serotonin, and amino acids. J. Pharmacol. Exp. Ther. 289,
868-876.

De Freitas, R.L, Oliveira, R.C., Carvalho, A.D., Felippotti, T.T., Bassi, G.S., Elias-Filho, D.H.,
Coimbra, N.C,, 2004. Role of muscarinic and nicotinic cholinergic receptors in an
experimental model of epilepsy-induced analgesia. Pharmacol. Biochem. Behav. 79,
367-376.

De Lima, T.C.C., Rae, G.A., 1991. Effects of cold-restraint and swim stress on convulsions
induced by pentylenotetrazol and electroshock: influence of naloxone pretreat-
ment. Pharmacol. Biochem. Behav. 40, 297-300.

De Oliveira, R.C,, De Oliveira, R., Ferreira, CM.R., Coimbra, N.C., 2006. Involvement of 5-
HT, serotonergic receptors of the nucleus raphe magnus and nucleus reticularis
gigantocellularis/paragigantocellularis complex neural networks in the antinoci-
ceptive phenomenon that follows the post-ictal immobility syndrome. Exp. Neurol.
2001, 144-153.

Descarries, L., Watkins, K.C., Garcia, S., Beaudet, A., 1982. The serotonin neurons in
nucleus raphe dorsalis of adult rat: a light and electron microscope radio-
autographic study. J. Comp. Neurol. 207, 239-254.

Dickenson, A.H., Oliveras, ].L., Besson, ].M., 1979. Role of the nucleus raphe magnus in opiate
analgesia as studied by the microinjection technique in the rat. Brain. Res. 170, 95-111.

Dubner, R., 1978. Neurophysiology of pain. Dent. Clin. North. Am. 22, 11-30.

Dubner, R, Gold, M., 1999. The neurobiology of pain. Proc. Natl. Acad. Sci. 96,
7627-7630.

Dunckley, P, Wise, R.G., Fairhurst, M., Hobden, P, Aziz, Q., Chang, L., Tracey, I., 2005. A
comparison of visceral and somatic pain processing in the human brainstem using
functional magnetic resonance imaging. J. Neurosci. 25, 7333-7341.

Duxon, M.S., Flanigan, T., Reavley, A.C., Baxter, G.S., Blackburn, T.P,, Fone, K.C.F., 1997.
Evidence for expression of the 5-hydroxytryptamine-2B receptor protein in the rat
central nervous system. Neurosci. 76, 323-329.

Eichenberger, G.C.D., Ribeiro, S.J., Osaki, M.Y., Maruoka, R.Y., Resende, G.C.C., Castellan-
Baldan, L., Corréa, S.A.L, Da Silva, LA., Coimbra, N.C,, 2002. Neuroanatomical and
psychopharmacological evidence for interaction between opioid and GABAergic
neural pathways in the modulation of fear and defense elicited by electrical and
chemical stimulation of the deep layers of the superior colliculus and dorsal
periaqueductal gray matter. Neuropharmacology 42, 48-59.

El-Yassir, N., Fleetwood-Walker, S.M., 1990. A 5-HT;-type receptor mediates the anti-
nociceptive effect of nucleus raphe magnus stimulation in the rat. Brain. Res. 523,92-99.

Fiske, E., Portas, C.M., Gr@nli, J., S@rensen, E., Bjorvatn, B., Bjdrkum, A.A., Ursin, R.,
2008. Increased extracellular 5-HT but no change in sleep after perfusion of a 5-
HT; A antagonist into the dorsal raphe nucleus of rats. Acta. Physiol. 193, 89-97.

Freitas, R.L, Ferreira, C.M.R,, Ribeiro, S.J., Carvalho, A.D., Elias-Filho, D.H., Garcia-Cairasco,
N., Coimbra, N.C., 2005. Intrinsic neural circuits between dorsal midbrain neurons
that control fear-induced responses and seizure activity and nuclei of the pain
inhibitory system elaborating post-ictal antinociceptive processes: a functional
neuroanatomical and neuropharmacological study. Exp. Neurol. 191, 225-242.

Garcia-Cairasco, N., Sabbatini, R.M., 1991. Possible interaction between the inferior colliculus
and the substantia nigra in audiogenic seizures in rats. Physiol. Behav. 50, 421-427.

Garcia-Cairasco, N., Wakamatsu, H., Oliveira, J.A.C., Gomes, E.L.T., Del Bel, E.A., Mello,
L.E.AM., 1993. Neuroethological and morphological (neo-Timm staining) corre-
lates of limbic recruitment during the development of audiogenic kindling in
seizures susceptible Wistar rats. Epilepsy. Res. 26, 177-192.

Grofova, I, Ottersen, O.P., Rinvik, E., 1978. Mesencephalic and diencephalic afferents to the
superior colliculus and periaqueductal gray substance demonstrated by retrograde
axonal transport of horseradish peroxidase in the cat. Brain. Res. 146, 205-220.

Haj-Dahmane, S., 2001. D,-like dopamine receptor activation excites rat dorsal raphe 5-
HT neurons in vitro. Eur. ]. Neurosci. 14, 125-134.

Hoyer, D., Clarke, D.E., Fozard, J.R., Hartig, P.R., Martin, G.R., Mylecharane, EJ., Saxena,
P.R., Humphrey, P.P.A., 1994. VII International union of pharmacology classifica-
tion of receptors for 5-hydroxytryptamine (serotonin). (The official view on 5-HT
receptor classification). Pharmacol. Rev. 46, 157-203.

Hoyer, D., Hannon, J.P,, Martin, D.R., 2002. Molecular, pharmacological and functional
diversity of 5-HT receptors. Pharmacol. Biochem. Behav. 71, 533-554.

Kirby, L.G., Pernar, L., Valentino, R.]., Beck, S.G., 2003. Distinguishing characteristics of
serotonin and non-serotonin-containing cells in the dorsal raphe nucleus:
electrophysiological and immunohistochemical studies. Neurosci. 116, 669-683.

Kishi, R., Bongiovanni, R., Nadai, T.R, Freitas, R.L,, Oliveira, R, Ferreira, CM.R., Coimbra, N.C,,
2006. Dorsal raphe nucleus and locus coeruleus neural networks and the elaboration
of the sweet substance-induced antinociception. Neurosci. Lett. 395, 12-17.

Le Bars, D., Gozariu, M., Cadden, S.W., 2001. Animals models of nociception. Pharmacol.
Rev. 53, 597-652.

Li, J.L, Xiong, K.H., Li, Y.Q., Kaneko, T., Mizuno, N., 2000. Serotonergic innervation of
mesencephalic trigeminal nucleus neurons: a light and electron microscopic study
in the rat. Neurosci. Res. 37, 127-140.

Liu, R, Jolas, T., Aghajanian, G., 2000. Serotonin 5-HT, receptors activate local GABA inhibitory
inputs to serotonergic neurons of the dorsal raphe nucleus. Brain. Res. 873, 34-45.
Lopez-Giménez, F., Vilaré, M.T., Palacios, J.M., Mengod, G., 2001. Mapping of 5-HT,
receptors and their mRNA in monkey brain: [°H]MDL100,907 autoradiography and

in situ hybridization studies. . Comp. Neurol. 429, 571-589.

Maggio, R., Gale, K., 1989. Seizures evoked from area tempestas are subject to control by
GABA and glutamate receptors in substantia nigra. Exp. Neurol. 105, 184-188.
Mason, P., 1997. Physiological identification of pontomedullary serotonergic neurons in

the rat. J. Neurophysiol. 11, 1087-1098.

Mason, P, Strassman, A., Maciewicz, R., 1988. Serotonin immunocytochemistry of
physiologically characterized raphe magnus neurons. Exp. Brain. Res. 73, 1-7.
Mayer, DJ., Liebeskind, J.C., 1974. Pain reduction by focal electrical stimulation of the

brain: an anatomical and behavioral analysis. Brain. Res. 68, 73-93.

Millan, M.J,, 1999. The induction of pain: an integrative review. Progr. Neurobiol. 57,
1-164.

Millan, M.J., 2002. Descending control of pain. Prog. Neurobiol. 66, 355-474.

Moreira, F.A., Guimardes, E.S., 2005. Role of serotonin receptors in panic-like behavior
induced by nitric oxide in the rat dorsolateral periaqueductal gray: effects of
chronic clomipramine treatment. Life. Sci. 77, 1972-1982.

Miyase, C.L, Kishi, R., Freitas, R.L., Paz, D.A., Coimbra, N.C., 2005. Involvement of pre- and
post-synaptic serotonergic receptors of dorsal raphe nucleus neural network in the
control of the sweet-substance-induced analgesia in adult Rattus norvegicus
(Rodentia, Muridae). Neurosci. Lett. 379, 169-173.

Nashold, B.S., Wilson, W.P,, Slaughter, D.E., 1969. Sensations evoked by stimulation in
the midbrain of man. J. Neurosurg. 30, 14-24.

Nichols, D.S., Thorn, B.E., Berston, G.G., 1989. Opiate and serotonergic mechanisms of
stimulation-produced analgesia within the periaqueductal gray. Brain. Res. Bull. 22,
717-724.

Oliveras, ].L., Guilbaud, G., Besson, ].M.A., 1979. Map of serotonergic structures involved
in stimulation producing analgesia in unrestrained freely moving cats. Brain. Res.
164, 317-322.

Peterson, S.L., Armstrong, ].J., Walker, M.K,, 2000. Focal microinjection of carbachol into the
periaqueductal gray induces seizures in the forebrain of the rat. Epilepsy. Res. 42,169-181.

Pobbe, RLH., Zangrossi Jr., H., 2005. 5-HT;4 and 5-HT,, receptors in the rat dorsal
periaqueductal gray mediate the antipanic-like effect induced by the stimulation of
serotonergic neurons in the dorsal raphe nucleus. Psychopharmacology 183, 314-321.

Prado, W.A,, Roberts, M.H.T., 1985. An assessment of the antinociceptive and aversive
effects of stimulating identified sites in the rat brain. Brain. Res. 340, 219-228.

Racine, RJ., 1972. Modification of seizure activity by electrical stimulation. II. Motor
seizure. Electroencephalogr. Clin. Neurophysiol. 32, 281-294.

Rebougas, E.C.C,, Segato, E.N,, Kishi, R,, Freitas, R.L., Savoldi, M., Morato, S., Coimbra, N.C.,
2005. Effect of the blockade of y-opioid and 5HT,a-serotonergic/ o-noradrenergic
receptors on sweet substance-induced analgesia. Psychopharmacology 179, 349-355.

Redgrave, P., Simkins, M., Overton, P., Dean, P., 1992. Anticonvulsant role of nigrotectal
projection in the maximal electroshock model of epilepsy—I. Mapping of dorsal
midbrain with bicuculline. Neurosci. 46, 379-390.

Reynolds, D.V., 1969. Surgery in rat during electrical analgesia induced by focal brain
stimulation. Science 164, 444-445.

Ribak, C.E., Manio, A.L., Navetta, M.S., Gall, C.M., 1997. In situ hybridization for c-fos
mRNA reveals the involvement of the superior colliculus in the propagation of
seizure activity in genetically epilepsy-prone rats. Epilepsy. Res. 26, 397-406.

Ribeiro, S.J., Ciscato-Jr, J.G., de Oliveira, R., de Oliveira, R.C., D'Angelo-Dias, R., Carvalho,
A.D., Felippotti, T.T., Rebougas, E.C.C., Castellan-Baldan, L., Hoffmann, A., Corréa,
S.A.L, Moreira, J.E., Coimbra, N.C, 2005. Functional and ultrastructural
neuroanatomy of interactive intratectal/tectonigral mesencephalic opioid inhi-
bitory links and nigro-tectal GABAergic pathways: involvement of GABA, and
Wy-opioid receptors in the modulation of panic-like reactions elicited by
electrical stimulation of the dorsal midbrain. J. Chem. Neuronat. 30, 184-200.

Rosa, M.L.N.M,, Oliveira, M.A., Valente, R.B., Coimbra, N.C., Prado, W.A., 1998. Phar-
macological and neuroanatomical evidence for the involvement of the anterior
pretectal nucleus in the antinociception induced by stimulation of the dorsal raphe
nucleus in rats. Pain 74, 171-179.

Serrats, J., Mengod, G., Cortés, R., 2005. Expression of serotonin 5-HT,¢ receptors in
GABAergic cells of the anterior raphe nuclei. J. Chem. Neuroanat. 29, 83-91.

Sorkin, LS., McAdoo, D.J., Willins, W.D., 1993. Raphe magnus stimulation-induced
antinociception in the cat is associated with release of aminoacids as well as
serotonin in the lumbar dorsal horn. Brain. Res. 618, 95-108.



418 R.L. Freitas et al. / Experimental Neurology 213 (2008) 410-418

Sprouse, J.S., Aghajanian, G.K., 1987. Electrophysiological responses to serotonergic
dorsal raphe neurons to 5-HT;4 and 5-HT agonists. Synapse 1, 3-9.

Statnick, M.A., Dailey, JW., Jobe, P.C,, Browning, RA., 1996a. Abnormalities in brain
serotonin concentration, high-affinity uptake, and tryptophan hydroxylase activity in
severe-seizure genetically epilepsy-prone rats. Epilepsia 37, 311-321.

Statnick, M.A., Dailey, ].W., Jobe, P.C., Browning, R.A., 1996b. Abnormalities in 5-HT; 5 and
5-HT;p receptor binding in severe-seizure genetically epilepsy-prone rats (GEPR-
9s). Neuropharmacology 35, 111-118.

Tracey, L, Ploghaus, A., Gati, ].S., Clare, S., Smith, S., Menon, R.S., Mathews, P.M., 2002.
Imaging attentional modulation of pain in the periaqueductal gray in humans. J.
Neurosci. 22, 2748-2752.

VanderMaelen, C.P., Matheson, G.K., Wilderman, R.C., Patterson, L.A., 1986. Inhibition
of serotonergic dorsal raphe nucleus by systemic and iontophoretic administra-
tion of buspirone, a non-benzodiazepine anxiolytic drug. Eur. J. Pharmacol. 129,
123-130.

Vargas, L.C., Schenberg, L.C., 2001. Long-term effects of clomipramine and fluoxetine on
dorsal periaqueductal grey-evoked innate defensive behaviours of the rat.
Psychopharmacology 155, 260-268.

Vasko, M.R,, Pang, I.-H., Vogt, M., 1984. Involvement of 5-hydroxytryptamine-contain-
ing neurons in antinociception produced by injection of morphine into nucleus
raphe magnus or onto spinal cord. Brain. Res. 306, 341-348.

Vianna, D.M.L, Graeff, F.G., Branddo, M.L,, 2001. Defensive freezing evoked by electrical
stimulation of the periaqueductal gray: comparison between dorsolateral and
ventrolateral regions. Neuroreport 12, 4109-4112.

Wang, Q.P., Nakai, Y., 1994. The dorsal raphe: an important nucleus in pain modulation.
Brain. Res. Bull. 34, 575-585. Review.

Xu, Z.Q., Zhang, X., Pieribone, V.A., Grillner, S., Hokfelt, T., 1998. Galanin-5-
hydroxytryptamine interactions: electrophysiological, immunohistochemical and
in situ hybridization studies on rat dorsal raphe neurons with a note on galanin R;
and R; receptors. Neurosci. 87, 79-94.



Experimental Neurology 217 (2009) 16-24

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yexnr

Contents lists available at ScienceDirect

Experimental Neurology

5-HT;a/18, 5-HTg, and 5-HT; serotonergic receptors recruitment in tonic-clonic
seizure-induced antinociception: Role of dorsal raphe nucleus

Renato Leonardo Freitas *¢, Célio Marcos dos Reis Ferreira 9, Maria Angélica Castiblanco Urbina ?,
Andrés Uribe Marifio ¢, Andressa Daiane Carvalho ¢, Giuseppe Butera *,
Ana Maria de Oliveira ®, Norberto Cysne Coimbra ®¢*

@ Laboratério de Neuroanatomia & Neuropsicobiologia, Departamento de Farmacologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (USP),
Av. dos Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto (SP), 14049-900, Brazil

b Laboratério de Farmacologia, Departamento de Fisica e Quimica, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (USP),

Av. dos Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto (SP), 14040-903, Brazil

€ Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Cidade Universitdria, Campo Grande (MS), 79070-900, Brazil

4 Departamento de Fisioterapia, Centro Universitdrio de Patos de Minas, Rua Major Gote, 808, Patos de Minas (MG), 38702-054, Brazil

€ Instituto de Neurociéncias e Comportamento (INeC), Universidade de Sdo Paulo (USP), Av. dos Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto (SP), 14040-901, Brazil

ARTICLE INFO

Article history:

Received 11 November 2008
Revised 29 December 2008
Accepted 3 January 2009
Available online 14 January 2009

Keywords:

GABA-A receptor
Pentylenetetrazole-induced tonic-clonic
seizures
Antinociception
5-hydroxytryptamine
5-HT1a/18 receptors
5-HTg receptors
5-HT; receptors
Dorsal raphe nucleus
Pain

Epilepsy

Introduction

ABSTRACT

Pharmacological studies have been focused on the involvement of different neural pathways in the
organization of antinociception that follows tonic-clonic seizures, including 5-hydroxytryptamine (5-HT)-,
norepinephrine-, acetylcholine- and endogenous opioid peptide-mediated mechanisms, giving rise to more
in-depth comprehension of this interesting post-ictal antinociceptive phenomenon. The present work
investigated the involvement of 5-HT;a/1p, 5-HTs, and 5-HT; serotonergic receptors through peripheral
pretreatment with methiothepin at doses of 0.5, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/kg in the organization of the post-ictal
antinociception elicited by pharmacologically (with pentylenetetrazole at 64 mg/kg)-induced tonic-clonic
seizures. Methiothepin at 1.0 mg/kg blocked the post-ictal antinociception recorded after the end of seizures,
whereas doses of 2.0 and 3.0 mg/kg potentiated the post-ictal antinociception. The nociceptive thresholds
were kept higher than those of the control group. However, when the same 5-hydroxytryptamine receptors
antagonist was microinjected (at 1.0, 3.0 and 5.0 pg/0.2 pL) in the dorsal raphe nucleus, a mesencephalic
structure rich in serotonergic neurons and 5-HT receptors, the post-ictal hypo-analgesia was consistently
antagonized. The present findings suggest a dual effect of methiothepin, characterized by a disinhibitory
effect on the post-ictal antinociception when peripherally administered (possibly due to an antagonism of
pre-synaptic 5-HT 4 serotonergic autoreceptors in the pain endogenous inhibitory system) and an inhibitory
effect (possibly due to a DRN post-synaptic 5-HT;g, 5-HTg, and 5-HT- serotonergic receptors blockade) when
centrally administered. The present data also suggest that serotonin-mediated mechanisms of the dorsal
raphe nucleus exert a key-role in the modulation of the post-ictal antinociception.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

2008; De Oliveira et al., 2006). These structures are recruited to inhibit
the nociceptive information in the spinal cord after tonic-clonic

The involvement of serotonin- and norepinephrine-mediated
neurotransmission of the endogenous pain inhibitory system, com-
prised by dorsal raphe nucleus (DRN), locus coeruleus (LC), nucleus
raphe magnus (NRM) and the nucleus reticularis gigantocellularis/
paragigantocellularis complex (Gi/PGi) has been investigated in
experimental neurology (Ferreira et al., 2005; Freitas et al., 2005,
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convulsive crises. The role of serotonin and its 5-HTa,2¢ Serotonergic
receptors located in the DRN was recently implicated in the
elaboration of the post-ictal antinociception (Freitas et al., 2008).
The dorsal raphe nucleus extends in the medium axis, or
paramedian, from the mesencephalon to the ventromedial medulla
oblongata, and raphe-spinal cord outputs modulate the gelatinous
substance of the spinal cord activity during painful stimuli. Neural
links between the periaqueductal grey matter (PAG) to NRM, also
recruiting the DRN activity, may crucially involve serotonin-mediated
pathways to exert its inhibitory functions on the first synapse of the
ascending algesic spinothalamic inputs. Encephalinergic interneurons,
located in the spinal trigeminal nucleus as well as in the gelatinous
substance of the spinal cord dorsal horn seem to be interposed
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between serotonergic descending pathways and the second neuron of
the nociceptive projections (Fields and Basbaum, 1978; Fields et al.,
1977; Basbaum and Fields, 1984; Descarries et al., 1982; Wang and
Nakai, 1994; Willis and Westlund, 1997).

The 5-HTqa, 5-HTis 5-HT;p serotonergic receptors suppress
neuronal activity, whereas the cellular excitability is enhanced by
5-HT,, 5-HT3 and 5-HT, serotonergic receptors. These subtypes of the
5-HT receptor may likewise exert a complex pattern of influence upon
nociceptive stimuli processing (Besson and Chaouch, 1987; Maxwell
et al,, 1996; Li et al.,, 1997; Stewart and Maxwell, 2000; Freitas et al.,
2008). The 5-HT;a receptor is involved with the antinociceptive
process (Buritova et al., 2003) and the intraperitoneal injection of
F 13640, an agonist of 5-HT;, receptors, decreased the mechanic
alodynia in the rats, in the experimental model of trigeminal
neuropathic pain (Deseure et al., 2002). The activation of 5-HT;x
receptors elaborates central antinociception, at the spinal level
(Bardin et al., 2001). Intratecal administration of WAY-100635, a
5-HT;4 receptors selective antagonist, modulates bulbospinaly the
antinociception evoked by intracerebroventricular administration of
fentanil (Clarke and Ward, 2000).

Radioautographic studies and immunohistochemical approaches
have shown that serotonin and its receptors are diffusely localized
inside the DRN (Descarries et al., 1987; Wang and Nakai, 1994), an
important mesencephalic nucleus recruited for the elaboration of
antinociceptive processes after the tonic-clonic seizures evoked by
peripheral administration of pentylenotetrazole (PTZ) (Freitas et al.,
2005, 2008). The pre-synaptic 5-HT;, receptors are autorreceptors
located in the cell bodies and dendrites of serotonergic neurons in
raphe nuclei, particularly in the DRN (Vergé et al., 1985; Sotelo et al.,
1990; Picazo et al., 1995). The pharmacological antagonist, methiothe-
pin, has high affinity for these receptors of somatodendritic localiza-
tion (Gothert and Weinheimer, 1979; Cerrito and Raiteri, 1979;
Gothert, 1980; Martin and Sanders-Bush, 1982; Day et al., 2004);
however, there is evidence suggesting that methiothepin interacts
with other types of serotonergic receptors, like 5-HTz and even
blocks non-selective 5-HT, receptors (Hoyer et al., 1994; Ruotsalainen
et al.,, 1997), 5-HTg, and 5-HT; post-synaptic receptors (Schoeffter et
al., 1996; Boess et al., 1998; Clemett et al., 1999).

The involvement of serotonergic neurotransmission in the post-
ictal antinociception was firstly demonstrated in the last decade
(Coimbra et al., 2001a). After that, other efforts have been made to
elucidate the involvement of 5-HT>4,2¢ serotonergic receptors of the
pain endogenous inhibitory system in the organization of the post-
ictal antinociception (Freitas et al., 2005, 2008; De Oliveira et al.,
2006). Peripheral administration of the ketanserin, a serotonergic
receptors antagonist with large affinity for 5-HT,a,»c receptors
subtypes, antagonized the post-ictal analgesia after the first 20 min
following tonic-clonic convulsive reactions (Freitas et al., 2005). In
addition, microinjections of the 5-HT,a,>c Serotonergic receptors
selective antagonist ritanserin in the Gi/PGi have also blocked the post
ictal hypo-algesia (De Oliveira et al., 2006). These findings suggest
that serotonergic pathways and 5-HT,a,5c subfamily of serotonin
receptors exert a crucial role in the organization of the post-ictal
antinociception. In fact, microinjection of methysergide, a non-
selective antagonist of the serotonergic receptors, and ketanserin in
the DRN caused a significant decrease of tonic-clonic seizure-induced
antinociception (Freitas et al., 2008).

Although the role of 5-HT,4,>c receptor of the endogenous pain
inhibitory system in the organization of the post-ictal antinociception
was recently demonstrated, there is a lack of information about the
involvement of 5-HT;4 and 5-HT;p serotonergic receptors in this
antinociceptive phenomenon. The aim of the present work was to
investigate the effect of intraperitoneal and central (aiming at DRN
neural substrates) administration of methiothepin at different doses
on organization of the hypo-algesia that follows tonic-clonic seizures
elicited by a systemic blockade of GABA-mediated Cl~ influx.

Material and methods
Animals

Male Wistar albino rats, weighing between 200 and 250 g, from
the animal care facility of the University of Sdo Paulo (USP; Campus of
Ribeirdo Preto) were used. These animals were housed in groups of
four in a plexiglass-walled cage, and given free access to food and
water throughout the experiment. The room temperature was
controlled (22 +1 °C), and a light-dark cycle (07:00-19:00 h lights
on) was maintained. All experiments were performed in accordance
with the recommendation of the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the FMRP-USP (proc.015/2005) which agrees
with the Animal Research Ethics adopted by the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA).

Nociceptive testing

All rats had their nociceptive thresholds compared using the tail-
flick test. Each animal was placed in a restraining apparatus
(Stoelting) with acrylic walls and its tail was placed in a heating
sensor (tail-flick Analgesia Instrument; Stoelting, Illinois, USA), which
calorimetric progressive elevation was automatically interrupted at
the moment in which the animal removed its tail from the apparatus.
The current raised the temperature of the coil (Ni/Cr alloy; 26.04 cm
in lengthx0.02 cm in diameter) at the rate of 9 °C/s (Prado and
Roberts, 1985), starting at room temperature (approximately 20 °C). A
small current intensity adjustment could be done, if necessary, in the
beginning of the experiment, aiming to obtain three consecutive tail-
flick latencies (TFL) between 2.5 s and 3.5 s. If the animal did not
remove its tail from the heater within 6 s, the apparatus was turned off
in order to prevent damage to the skin. Three baselines of control tail-
flick latencies were taken at 5-min intervals. Tail-flick latencies were
also measured following seizures elicited by intraperitoneal admin-
istrations of pentylenetetrazole (PTZ).

Procedure for tonic-clonic seizures and antinociceptive reactions
recordings

Peripheral administration of the 5-HT1a,15 receptors antagonist

Firstly, a baseline of the tail-flick test was made in each animal of a
given group. Independent groups of animals received IP administra-
tion of physiological saline or methiothepin (at 0.5, 1.0, 2.0 and
3.0 mg/kg), followed, after 10 min, by intraperitoneal PTZ (64 mg/kg)
administration. The nociceptive responses (threshold) were mea-
sured immediately after seizures, and 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150,
and 180 min after tonic-clonic convulsions.

Central administration of the 5-HT14,1p receptors antagonist in the DRN

The animals were anaesthetized with sodium pentobarbital
(45 mg/kg, IP) and fixed in a stereotaxic frame (David Kopf, USA). A
guide cannula made of a stainless steel (0.d. 0.6 mm, i.d. 0.4 mm) was
implanted in the midbrain, aimed at the DRN. The upper incisor bar
was set at 3.3 mm below the interaural line, such that the skull was
horizontal between bregma and lambda. The guide cannula was
vertically introduced using the following coordinates, with the
bregma serving as the reference: anteroposterior, — 8.0 mm; medio-
lateral, 0.2 mm; and dorsoventral, 5.0 mm. The guide cannula was
fixed to the skull by means of acrylic resin and two stainless steel
screws. At the end of the surgery each guide-cannula was sealed with
a stainless steel wire to protect it from obstruction. Five days after
surgery the animals were pretreated with microinjection of
methiothepin at 1.0, 3.0 or 5.0 pg/0.2 pL or its vehicle (NaCl at 0.9%;
0.2 pL). The central microinjection was made using a thin dental
needle (Mizzy, o.d. 0.3 mm) introduced through the guide cannula
until its lower end was 1 mm below the guide cannula. The needle
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Table 1

Scale of severity of generalized tonic-clonic convulsive reactions induced by
intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (64 mg/kg), according to
Racine's (1972) index of severity, later modified by Maggio and Gale (1989)

Score Seizing reaction

0.5 Piloerection, jaw myoclonic reaction

1.0 Facial movements, hyperactivity, intense sniffing behaviour Short duration
anterior paw myonclonus, without periodicity
Short duration anterior paw myoclonus, without periodicity

2.0 Head myoclonia and moderate myoclonia of anterior paw with duration of at
least 5 s

3.0 Severe anterior paw myoclonia with duration of at least 15 s

4.0 Rearing responses and severe myoclonic reaction of the anterior paw

5.0  Rearing and falling, and also severe myoclonia of anterior paw

was left in the mesencephalic place for an additional 1 min after
injection. Five minutes later, the animals received PTZ (64 mg/kg;
IP), and the nociceptive responses were recorded immediately after
seizures, and 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150, and 180 min after
tonic-clonic convulsions.

Behavioural test and seizures intensity evaluation

Behavioural tests were made by placing the rats in the interior of a
circular arena, which walls, made of transparent acrylic, measured
60 cm in diameter and 50 cm in height. This arena was located in an
experimental compartment and illuminated by a fluorescent lamp
(350 lux at the arena floor level). The evaluation of the effects of drug
administration (PTZ, methiothepin and physiological saline) was
made with the rats inside the arena.

The tonic-clonic convulsive reactions induced by PTZ (64 mg/kg,
IP) were the motor parameter used to evaluate the effect of the GABA-
mediated CI” influx blockade. The latency of seizures was defined as
the time starting from the injection of PTZ to the first evidence of
anterior paw myoclonia, time considered as the first sign of the
beginning of seizures. The severity of the convulsive reactions was
evaluated according to Racine's (1972) scores modified by Maggio and

6 -

Gale (1989) (Table 1). The PTZ-induced convulsive reactions were
recorded using videocamera (Panasonic, M3500) focusing the open
field, and the VHS ribbons (JVC, SX Gold) were subsequently evaluated
for the classification, characterization and quantification of the
convulsive reactions.

Rota-rod test

The motor performance of the rodents was investigated by means
of the rota-rod test. The animals receiving intraperitoneal injection
(IP) of saline (NaCl at 0.9%) or methiothepin (at the highest dose of
3.0 mg/kg) followed, after 10 min, by IP administrations of PTZ
(64 mg/kg) or physiological saline. The animals were put on the
cylinder in movement during the rota-rod test, in which was recorded,
in independent groups of animals, the permanence time on the
cylinder in movement after seizures (or 10 min after saline adminis-
tration) until 180 min after the saline or the convulsive reactions.

Drugs

Pentylenetetrazole (Sigma/Aldrich, St. Louis, MO, USA), and
methiothepin (Sigma) were each dissolved in physiological saline
shortly before use.

Drugs were administered in the following doses: Peripheral
(intraperitoneal) administrations of the serotonergic antagonist
methiothepin were made at 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/kg in independent
groups. Additional neuropharmacological study was made using
centrally administered methiothepin (at 1.0, 3.0 and 5.0 pg/0.2 L)
in the DRN, and seizures were elicited by peripheral administration of
PTZ (64 mg/kg, IP) after 10 min post intra-mesencephalic adminis-
tration of drugs.

Analysis of results
Data from experiments made with the aim of investigating the

effect of seizures on nociceptive thresholds and the involvement of
DRN serotonergic neurotransmission in the elaboration of post-ictal
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—&— Saline (NaCl 0.9%, IP) + PTZ (64 mg/ kg, IP)

—8— Methiothepin (1.0 mg/ kg, IP) + PTZ (64 mg/ kg, IP)
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180 min

20 30 40 60 90 120 150
—O— Methiothepin (0.5 mg/ kg, IP) + PTZ (64 mg/ kg, IP)
—— Methiothepin (2.0 mg/ kg, IP) + PTZ (64 mg/ kg, IP)

Fig. 1. Effect of intraperitoneal (IP) administration of physiological saline (NaCl 0.9%) (n=38), or methiothepin at 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/kg (n=8), on the post-ictal antinociception
elicited by the ionophore blockade of GABA-mediated CL™ influx with IP administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg). Data were presented as mean + SEM. *Statistically
significant differences (P<0.05), as compared with IP injections of NaCl (0.9%) plus IP PTZ-treated group (n=28); + statistically significant differences, as compared with IP
methiothepin at 0.5 mg/kg plus IP PTZ-treated group (n = 8); # statistically significant differences, as compared with IP methiothepin at 1.0 mg/kg plus IP PTZ-treated group (n=38);
x statistically significant differences, as compared with IP methiothepin at 2.0 mg/kg plus IP PTZ-treated group (n=8); statistically significant differences, as compared with [P
methiothepin at 3.0 mg/kg plus IP PTZ-treated group (n=28) according to repeated measure ANOVA, followed by the Duncan post hoc test. Arrows point in A, either the IP
administration of physiological saline or methiothepin, and in B the IP administration of PTZ 5 min after each mentioned IP administration.
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Fig. 2. Lack of effect of intraperitoneal (IP) administration of physiological saline (NaCl 0.9%) (n=38), or methiothepin at 3.0 mg/kg (n=38), followed by IP administration of
physiological saline on the nociceptive threshold (withdrawal reflexes) recorded in the tail-flick test. Data were presented as mean -+ SEM. P>0.05 in all cases, according to repeated
measure ANOVA, followed by the Duncan post hoc test. Arrows point in A the [P administration of physiological saline or methiothepin and in B the IP administration of physiological

saline 5 min after each mentioned peripheral administration.

antinociception were analyzed by ANOVA for repeated measurements.
In case of significant treatment versus time interaction, One Way
ANOVAs followed by Duncan's post-hoc test, at each time interval,
were performed. A level of P<0.05 was used to confirm statistically
significant differences.

Results

With the aim of evaluating the action of methiothepin, a serotonergic
antagonist with affinity to pre-synaptic 5-HT;4 autoreceptors and 5-
HT;g, 5-HTg and/or 5-HT, post-synaptic receptors, a pretreatment with
this drug was made at doses of 0.5, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/kg, studying its
effects on post-ictal antinociception. A significant effect of treatment
[F(4.35)=3.73; P<0.05], time [F(12.24)=1220.68; P<0.001], and
treatment versus time interaction [F(48,90)=2,64; P<0.001] was
observed. One Way ANOVAs showed that there were significant
treatment effects from 0 to 180 min [F(4.35) varying from 2.36 to
11.57]. Post-hoc analyses showed that the peripheral administration

30 o, ~U— Saline (NaCl 0.9%, IP) + Saline (NaCl 0.9%, IP)

of methiothepin at 1 mg/kg was more effective to decrease the post-
ictal antinociception in the first 10 min after the end of crises.
Methiothepin at the minor dose (0.5 mg/kg) decreased the post-ictal
analgesia 40 min after the end of seizures. The peripheral pretreat-
ment with methiothepin at 2.0 and 3.0 mg/kg, caused a non-expected
facilitatory effect on post-ictal antinociception 90 min after seizures.
This potentiating of the antinociceptive phenomenon studied in this
work was maintained significantly high until 180 min after the end of
the crises as shown in Fig. 1.

The effects of methiothepin on post-ictal antinociception are not
intrinsic, considering that the peripheral administration of methiothe-
pin at the highest dose (3.0 mg/kg), followed by physiological saline,
did not cause any statistically significant effect on nociceptive
thresholds baseline (P>0.05 in all cases, as compared to the control).
These data are shown in Fig. 2.

The evaluation of the motor performance of the animals
peripherally pretreated with physiological saline or methiothepin at
the highest dose (3.0 mg/kg) followed by physiological saline or PTZ

—m- Saline (NaCl 0.9%, IP) + PTZ (64 mg/ kg, IP)

—O— Methiothepin (3.0 mg/ kg, IP) + Saline (NaCl 0.9%, IP) —o— Methiothepin (3.0 mg/ kg, IP) + PTZ (64 mg/ kg, IP)
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Fig. 3. Lack of effect of intraperitoneal (IP) administration of physiological saline (NaCl 0.9%) (n=8), or methiothepin at 3.0 mg/kg (n=8) followed by IP administration of NaCl
(0.9%) or PTZ (64 mg/kg) on motor performance of Wistar rats in the rota-rod test. Data were presented as means of time (seconds) of permanence in the cylinder in movement
+ the standard error of the mean (SEM). P>0.05 in all cases, according to repeated measure ANOVA, followed by the Duncan post hoc test.
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Table 2

Lack of effect of the intraperitoneal (IP) administration of physiological saline (NaCl, 0.9% IP) or the highest dose of methiothepin (3.0 mg/kg IP) on the latency of starting of the first
myoclonia, duration of each tonic-clonic seizure, total duration of seizures, on the severity of tonic-clonic convulsions, and on the temporal window covering the time between the
first and the last seizures induced by intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg)

Group Latency (mean+SEM) Duration (mean 4 SEM) of each Total duration Severity (mean 4 SEM) of Temporal window (mean 4 SEM)
of starting the tonic-clonic seizure (s) (mean+SEM) tonic-clonic seizures covering the time between the
N=s8 first myoconia (s) ot Tl 3rd | 4th of seizures (S) Racine's (1972) index first and the last seizures
Saline (NaCl 0.9% IP) + PTZ 4848 1046 22+5 8+8 1443 5545 35404 5 min and 17 s+36 s
(64 mg/kg IP)
Methiothepin (3.0 mg/kg IP) +PTZ 43+6 21+6 13+4 8+4 16+2 55+4 33+06 5 min and 28 s4+42 s

(64 mg/kg, IP)

and submitted to the rota-rod test 10 min after intraperitoneal
administration of vehicle or immediately after the end of seizures
caused by the blockade of the GABA-mediated Cl™ influx produced by
PTZ showed no statistically significant differences among latencies
observed in all the time studied (Fig. 3). Additionally, there was any
statistically significant influence exerted by the methiothepin at the
highest dose (3.0 mg/kg) on the latency of the first myoclonia,
duration of each tonic-clonic seizure, total duration of seizures, or on
the severity of tonic-clonic convulsions, as shown in Table 2.

The dual effects of methiothepin on the endogenous pain
inhibitory system were also presently studied with microinjections
of drugs into the DRN. Surprisingly, the 5-HT;a,qp-serotonergic
receptor pharmacologic antagonism performed with local microinjec-
tions of methiothepin at different doses in the DNR decreased the
post-ictal antinociception. There were significant effects of treatment
[F(3.30) =12.23; P<0.001] and time [F(12.19) =57.63; P<0.001], and
treatment versus time interaction [F(36.53) =2.96; P<0.001]. One-
way ANOVAs showed a significant treatment effect from 20 to 90 min
[F(3.30) varying from 1.23 to 10.76; P<0.05]. Post-hoc analyses
showed that the microinjections of methiothepin at 3.0 and 5.0 ng/
0.2 uL in the DRN, antagonized the post-ictal antinociception 20 min
after the end of tonic-clonic convulsive reactions. Methiothepin at
1.0 pg/0.2 pL was able to antagonize the post-ictal antinociception
only 40 min after the end of seizures, as shown in Fig. 4.

In order to control the effect of methiothepin at the highest dose
(5.0 pg/0.2 pL) microinjected into DRN, on the baseline tail-flick
latencies, the central microinjections of the pharmacological antago-
nist was followed by peripheral administration of physiological saline,
and that procedure did not cause statistically significant effect on
nociceptive thresholds (P>0.05 in all cases, as compared to the
control), as shown in Fig. 5.

Finally, although all doses of the DRN pretreatment with
methiothepin, followed by peripheral PTZ, caused tonic-clonic
seizures, there was not statistically significant influence exerted by
the methiothepin on the latency of the first myoclonia, duration of
each tonic-clonic seizure, total duration of seizures, or on the severity
of tonic-clonic convulsions, as shown in Table 3. The epicenter of
microinjections of physiological saline or methiothepin was localized
in the DRN, as shown in Figs. 6A and B.

Discussion

The present work suggests the involvement of the dorsal raphe
nucleus (DRN) serotonergic neurotransmission in the antinociceptive
processes evoked by PTZ-induced seizures. As a matter of fact, the
increase in the nociceptive threshold after the generalized tonic-clonic
convulsive responses was recorded by the tail-flick test, an experi-
mental model that recruits spinal reflexes when compared with other
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Fig. 4. Effect of microinjections of physiological saline (at 0.2pl) (n = 8), methiothepin at 1.0 ug/0.2pl (n=9), 3.0 ug/0.2 uL (n="7) or 5.0 ug/0.2 pL (n =9) in the dorsal raphe nucleus
(DRN) on the post-ictal antinociception elicited by the ionophore blockade of GABA-mediated CL™ influx with intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ)
(64 mg/kg). Data were presented as mean + SEM. *Statistically significant differences (P<0.05), as compared with intra DRN-physiological saline plus IP PTZ-treated group,
according to repeated measure ANOVA, followed by the Duncan post hoc test. Arrows point in A, either the microinjection of physiological saline or methiothepin in the DRN, and in B

the IP administration of PTZ 5 min after each mentioned microinjection in the DRN.
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Fig. 5. Lack of effect of microinjections of physiological saline (at 0.2pl) (n=8) in the dorsal raphe nucleus (DRN) followed by intraperitoneal (IP) administration of physiological
saline on the nociceptive threshold (withdrawal reflexes) recorded in the tail-flick test. Data were presented as mean + SEM. P>0.05 in all cases, according to repeated measure
ANOVA, followed by the Duncan post hoc test. Arrows point in A the microinjection of physiological saline or methiothepin in the DRN, and in B the IP administration of physiological

saline 5 min after each mentioned microinjection in the DRN.

classic antinociceptive methods, such as the hot-plate and formalin
tests, both recruiting supraspinal mechanisms (Dickenson et al., 1979,
Le Bars et al., 2001). The choice of the tail-flick test in the present work
avoided the non-expected cortical depression effect on the nocicep-
tive thresholds, considering that the spinal reflexes are not affected by
the post-ictal cortical depression (Coimbra et al., 2001a,b, De Freitas
et al., 2004).

The present results showed that the intraperitoneal pretreatment
with methiothepin followed by physiological saline or PTZ showed an
absence of alterations in the motor behavior after the post-ictal
cortical depression of seizing animals. However, the present findings
suggest that supraspinal serotonergic mechanisms exert a crucial role
in the post-ictal antinociception.

The DRN, a mesencephalic structure rich in serotonergic neurons
(Wang and Nakai, 1994), integrates the endogenous pain inhibitory
system, and this system seems to be clearly involved in the elaboration
of the antinociceptive phenomenon that follows convulsive reactions
as recently demonstrated (Freitas et al., 2005, 2008). According to
these previous works, the neurochemical lesion of DRN possibly
decreases the activity of the serotonergic descending modulatory
pathways (Basbaum and Fields, 1984), and consequently exert
influence on the activity of other brain stem nuclei such as the locus
coeruleus (Freitas et al., 2005), the anterior pretectal nucleus (Rosa et
al.,, 1998) and the nucleus raphe magnus (De Oliveira et al., 2006).
Either intraperitoneal and intra-DRN administration of methysergide,
a nonselective serotonergic receptors antagonist, and ketanserin, an

Table 3

antagonist with more affinity for 5-HT,a,2c serotonergic receptors,
blocked the post-ictal antinociceptive process. In fact, the 5-HT24,2c
receptors of DRN neurons seem to be critically involved in the increase
of nociceptive thresholds following tonic-clonic seizures (Freitas et al.,
2008). The 5-HT24/2c serotonergic receptors exert a crucial role on the
serotonin containing outputs from mesencephalic tectum and
tegmentum (Steinbusch, 1981, Takeuchi et al., 1982, Coimbra et al.,
2006) to the pontine and ventromedial medulla neurons involved in
the organization of the different kinds of antinociception, such as the
post-ictal analgesia, in which the nucleus raphe magnus and the
nucleus reticularis gigantocellularis/paragigantocellularis complex
are clearly recruited (De Oliveira et al., 2006).

In this present work, the intraperitoneal pretreatment with
methiothepin, an antagonist of 5-HT;a,1p serotonergic receptors,
produced a dual effect on the post-ictal antinociception. While
methiothepin at lower doses antagonizes the post-ictal antinocicep-
tion, at high doses that pharmacological antagonist causes a
facilitatory effect on the post-ictal analgesia. These data are corrobo-
rated by previous reports showing that low doses (0.06 and 1.0 mg/
kg) of intraperitoneal administration of methiothepin caused pro-
nociceptive effects in rodents (Eide et al., 1987, Ogren and Berge,
1985). On the other hand, peripheral pretreatment with methiothepin
at higher dose (10 mg/kg) produces an antinociceptive effect (Hervas
et al., 2000). This dual effect can be explained by differential
properties of the drug, acting in both pre-synaptic and post-synaptic
serotonergic receptors. Depending on the localization of 5HT;4 and

Lack of effect of the dorsal raphe nucleus (DRN) pharmacological treatments with physiological saline (NaCl 0.9%) and methiothepin at different doses on the latency of starting
of the first myoclonia, duration of each tonic-clonic seizure, total duration of seizures, on the severity of tonic-clonic convulsions, and on the temporal window covering the time
between the first and the last seizures induced by intraperitoneal (IP) administration of pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg)

Group Latency (mean + SEM) Duration (mean 4 SEM) of Total duration Severity (mean + SEM) Temporal window (mean + SEM)
of starting the first each tonic-clonic seizure (s) (mean + SEM) of tonic-clonic seizures covering the time between the
N=7rt0 10 myoclonia (s) st nd 3rd 4th of seizure (s) m first and the last seizures
Saline (NaCl 0.9% intra-DRN) + PTZ 56+8 19+4 16+5 2148 56 +6 3.8+0.6 6 min and 02 s4+22 s
(64 mg/kg IP)
Methiothepin (1.0 pg/0.2 pL intra-DRN) + PTZ 48 +6 1248 16+£6 11+4 11+5 5045 4.0+£0.2 5 min and 45 s+32 s
(64 mg/kg, IP)
Methiothepin (3.0 pg/0.2 pL intra-DRN) + PTZ 54 £ 6 13+£6 214+4 1243 6+2 5244 3.0+04 5 min and 27 s+39 s
(64 mg/kg, IP)
Methiothepin (5.0 ug/0.2 pL intra-DRN) +PTZ 48 +7 1445 17+5 18+4 4944 40402 6 min and 33 s+11 s

(64 mg/kg, IP)
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Fig. 6. (A) Schematic representation of histologically confirmed sites of microinjections of physiological saline (open squares), methiothepin at 1.0 ug/0.2 pL (closed squares),
methiothepin at 3.0 pg/0.2 L (open circles) or methiothepin at 5.0 pg/0.2 pL (closed circles) in the dorsal raphe nucleus (DRN), followed by intraperitoneal (IP) administration of
pentylenetetrazole (PTZ) (64 mg/kg) on the post-ictal analgesia. (B) Schematic representation of histologically confirmed sites of microinjections of physiological saline (open squares)
or methiothepin at the highest dose of 5.0 ug/0.2 pL (closed squares), in the dorsal raphe nucleus (DRN), followed by intraperitoneal (IP) administration of physiological saline.

5HT;p serotonergic receptors, the effect of methiothepin on pre-
synaptic of post-synaptic membranes could evoke opposite activity
on the elaboration of antinociceptive/pro-nociceptive responses.
However, although we might consider that methiothepin acts on pre-
or post-synaptic serotonergic receptors even when administered in
the DRN (Trulson and Frederickson, 1987, Hervas et al., 1998), the
present findings pointed out to an antagonism of the post-ictal
antinociception. Possible non-expected intrinsic effect of methiothe-
pin on the baseline nociceptive threshold was avoided by the control
group that showed no action of the pharmacological antagonist on
tail-flick latencies.

The possible linkage between methiothepin and pre-synaptic
5-HT;4 serotonergic autoreceptors in the endogenous pain inhibitory

system can cause a disinhibitory mechanism of serotonin release self-
regulation, and when this serotonergic receptor is blocked, it increases
the level of serotonin in the synapse, facilitating the activation of
pathways of the pain inhibitory endogenous system that inhibit the
connection between the first neuron and the second neuron in the
nociceptive pathway (Gozlan et al., 1983, Marcinkiewicz et al., 1984,
Millan, 1999, 2002). Surprisingly, the methiothepin administered in
the networks of DRN blocked the post-ictal antinociception after
20 min of tonic-clonic seizures. In fact, the effect produced by intra-
DRN methiothepin in the post-ictal antinociception was contrary to
the observed when the same serotonergic antagonist was peripherally
administered, and this effect can be possibly due to the preferential
action of the centrally administered methiothepin on post-synaptic
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5-HT;p serotonergic receptors or even in post-synaptic 5-HT4 sero-
tonergic receptor of DRN neurons (Martin and Sanders-Bush, 1982,
Hoyer et al., 1994, 2002). However, we cannot discard the possibility of
methiothepin action on 5-HTg and 5-HT; receptors (Schoeffter et al.,
1996; Boess et al., 1998), considering evidences suggesting the pre-
sence of these receptors in structures related to the organization of
motor behaviour, emotions, epilepsy and pain control, such as the
cerebral cortex, striatum, substantia nigra, periaqueductal grey
matter, hippocampus, hypothalamus, and dorsal raphe nucleus (To
et al,, 1995; Clemett et al., 1999; Hoyer et al., 2002).

In conclusion, peripherally administered methiothepin acting on
pre-synaptic 5-HT;, serotonergic autoreceptors facilitates the post-
ictal antinociception and acting on post-synaptic 5-HTa,1p Seroto-
nergic receptors antagonizes the seizure-induced hypo-algesia. DRN
neurons exert an important role in the organization of the post-ictal
antinociception and the blockade of post-synaptic 5-HTqa,1s, 5-HTs
and 5-HT; subfamilies of serotoninergic receptors decreases the
intensity of the post-ictal antinociception.

Acknowledgments

This work was supported by FAPESP (proc. 1996/08574-9, 2002/
01496-5, 2007/01174-1) and FAEPA (proc. 537/1995 and 70/2002). R.
L. Freitas was the recipient of a Master fellowship from FAPESP (proc.
03/05256-1) and is the recipient of a Doctoral fellowship from CAPES.
N. C. Coimbra is the recipient of a Research fellowship (level 1B) from
CNPq (proc. 304421/2007-3) and was a CNPq-postdoctoral researcher
(proc 200629/2005-0) at the Physiology, Anatomy & Genetics
Department and at the Clinical Neurology (FMRIB Centre) Department
of the University of Oxford, Oxford, England, United Kingdom. The
authors are grateful to Daoud Hibrahim Elias Filho, Valdir Mazzucato
and Izilda Rodrigues Violante for expert technical assistance. D.H.
Elias-Filho was the recipient of a technician scholarship from FAPESP
(TT-2, proc. 02/01497-1) and was the recipient of technician scholar-
ships from CNPq (Editais CNPq 057/2005 e 04/2008-AT; Bolsas de Apoio
Técnico; Ciéncias da Vida; proc. 501858/2005-9 and 500896/2008-9).

References

Bardin, L., Taravre, ].P., Koek, W., Colpaert, F.C., 2001. In the formalin model of tonic
nociceptive pain, 8-OH-DPAT produces 5-HT;5 receptor-mediated, behaviorally
specific analgesia. Eur. J. Pharmacol. 421, 109-114.

Basbaum, AL, Fields, H.L, 1984. Endogenous pain control systems: brainstem spinal
pathways and endorphin circuitry. Annu. Rev. Neurosci. 7, 309-338.

Besson, J.M., Chaouch, A., 1987. Peripheral and spinal mechanisms of nociception.
Physiol. Res. 67, 67-186 1987.

Boess, F.G., Riemer, C.,, Bos, M., Bentley, ], Bourson, A., Sleight, AJ., 1998. The
5-hydroxytryptamines receptor-selective radioligand [*H]Ro 63-0563 labels
5-hydroxytryptamine receptor binding sites in rat and porcine striatum. Mol.
Pharm. 54, 577-583.

Buritova, J., Tarayre, J.P., Besson, ].M., Colpaert, F.,, 2003. The novel analgesic and high-
efficacy 5-HT; 4 receptor agonist, F 13640 induces c-Fos protein expression in spinal
cord dorsal horn neurons. Brain Res. 974, 212-221.

Cerrito, F, Raiteri, M., 1979. Evidence for an autoreceptor-mediated presynaptic control
of serotonin release in central nerve endings [proceedings]. Br. ]. Pharmacol. 67,
424-425.

Clarke, RW., Ward, R.E., 2000. The role of 5-HT (1A)-receptors in fentanyl-induced
bulbospinal inhibition of a spinal withdrawal reflex in the rabbit. Pain 85,
239-245.

Clemett, D.A., Kendall, D.A., Cockett, M.I., Marsden, C.A., Fone, K.C.F,, 1999. Pindolol-
insensitive [*H]-5-hydroxytryptamine binding in the rat hypothalamus; identity
with 5-hydroxytryptamine?7 receptors. Br. J. Pharmacol. 127, 236-242.

Coimbra, N.C., Castro-Souza, C., Segato, E.M., Nora, J.E.P., Herrero, C.F.P.S., Tedeschi-Filho,
W., Garcia-Cairasco, N., 2001a. Post-ictal analgesia: involvement of opioid,
serotoninergic and cholinergic mechanisms. Brain Res. 888, 314-320.

Coimbra, N.C,, Freitas, R.L., Savoldi, M., Castro-Souza, C., Segato, E.M., Kishi, R., Weltson,
A., Resende, G.C.C.,, 2001b. Opioid neurotransmission in the post-ictal analgesia:
involvement of ;-opioid receptor. Brain Res. 903, 216-221.

Coimbra, N.C,, De Oliveira, R, Freitas, R.L.,, Ribeiro, SJ., Borelli, K.G., Pacagnella, R.C.,
Moreira, J.E., Da Silva, LA, Melo, LL, Lunardi, L.O., Branddo, M.L.,, 2006.
Neuroanatomical approaches of the tectum-reticular pathways and immunohisto-
chemical evidence for serotonin-positive perikarya on neuronal substrates of the
superior colliculus and periaqueductal gray matter involved in the elaboration of
the defensive behavior and fear-induced analgesia. Exp. Neurol. 197, 93-112.

Day, H.E., Greenwood, B.N., Hammack, S.E., Watkins, LR., Fleshner, M., Maier, S.F,
Campeau, S., 2004. Differential expression of 5SHT-1A, alpha 1b, CRF-R1, and CRF-R2
receptor mRNA in serotonergic, gamma-aminobutyric acidergic, and catecholami-
nergic cells of the rat dorsal raphe nucleus. J. Comp. Neurol. 474, 364-378.

De Freitas, R.L., de Oliveira, R.C., Carvalho, A.D., Felippotti, T.T., Bassi, G.S., Elias-Filho, D.H.,
Coimbra, N.C., 2004. Role of muscarinic and nicotinic cholinergic receptors in an
experimental model of epilepsy-induced analgesia. Pharmacol. Biochem. Behav. 79,
367-376.

De Oliveira, R.C., De Oliveira, R., Ferreira, CM.R., Coimbra, N.C., 2006. Involvement of
5-HT, serotonergic receptors of the nucleus raphe magnus and nucleus reticularis
gigantocellularis/paragigantocellularis complex neural networks in the antinoci-
ceptive phenomenon that follows the post-ictal immobility syndrome. Exp. Neurol.
201, 144-153.

Descarries, L., Watkins, K.C.,, Garcia, S., Beaudet, A., 1982. The serotonin neurons in
nucleus raphe dorsalis of adult rat: a light and electron microscope radio-
autographic study. J. Comp. Neurol. 207, 239-254.

Descarries, L., Lemav, B., Doucet, G., Berger, B., 1987. Regional and laminar density of the
dopamine innervation in adult rat cerebral cortex. Neurosci. 21, 807-824.

Deseure, K., Koek, W., Colpaert, F.C., Adriaensen, H., 2002. The 5-HT (1A) receptor
agonist F 13640 attenuates mechanical allodynia in a rat model of trigeminal
neuropathic pain. Eur. J. Pharmacol. 456, 51-57.

Dickenson, A.H., Oliveras, J.L., Besson, ].M., 1979. Role of the nucleus raphe magnus in
opiate analgesia as studied by the microinjection technique in the rat. Brain Res.
170, 95-111.

Eide, PK., Berge, O.G., Hunskaar, S., 1987. Test-dependent changes in nociception after
administration of the putative serotonin antagonist metiotepin in mice. Neuro-
pharmacoly 26, 1121-1126.

Ferreira, CM.R., Freitas, R.L., Coimbra, N.C., 2005. Neuroanatomic and psychoneur-
opharmacologic study of connections between the deep layers of the superior
colliculus and locus coeruleus involved in control of the post-ictal analgesia. Int. J.
Morphol. 23, 79.

Fields, H.L., Basbaum, A.J., 1978. Brainstem control of spinal pain-transmission neurons.
Annu. Rev. Physiol. 40, 217-248.

Fields, H.L., Basbaum, A.L, Clanton, C.H., Anderson, S.D., 1977. Nucleus raphe magnus
inhibition of spinal cord dorsal horn neurons. Brain Res. 126, 441-453.

Freitas, R.L, Ferreira, CM.R., Ribeiro, S.J., Carvalho, A.D., Elias-Filho, D.H., Garcia-
Cairasco, N., Coimbra, N.C., 2005. Intrinsic neural circuits between dorsal midbrain
neurons that control fear-induced responses and seizure activity and nuclei of the
pain inhibitory system elaborating post-ictal antinociceptive processes: a func-
tional neuroanatomical and neuropharmacological study. Exp. Neurol. 191,
225-242.

Freitas, R.L,, Bassi, G.S., Oliveira, A.M., Coimbra, N.C., 2008. Serotonergic neurotransmis-
sion in the dorsal raphe nucleus recruits in situ 5-HT>a ¢ receptors to modulate the
post-ictal antinociception. Exp. Neurol. 213, 410-418.

Gothert, M., 1980. Serotonin-receptor-mediated modulation of Ca2-+-dependent
5-hydroxytryptamine release from neurones of the rat brain cortex. Naunyn-
Schmiedebergs Arch. Pharmakol. 314, 223-230.

Gothert, M., Weinheimer, G., 1979. Extracellular 5-hydroxytryptamine inhibits
5-hydroxytryptamine release from rat brain cortex slices. Naunyn-Schmiedebergs
Arch. Pharmakol. 310, 93-96.

Gozlan, H., Mestikaw, S., Pichat, L., Glowiski, J., Hamon, M., 1983. Identification of
presynaptic serotonin autoreceptors using a new ligand: 3H-PAT. Nature 305,
140-142.

Hervas, L., Bel, N., Fernandez, A.G., Palacios, .M., Artigas, F., 1998. In vivo control 5-HT
release by terminal autoreceptors in rat areas differentially innervated by the dorsal
and median raphe nuclei. Naunyn-Schmiedebergs Arch. Pharmakol. 358, 315-322.

Hervas, 1., Queiroz, C.M., Adell, A., Artigas, F., 2000. Role of uptake inhibition and
autoreceptor activation in the control of 5-HT release in the frontal cortex and
dorsal hippocampus of the rat. Br. J. Pharmacol. 130, 160-166.

Hoyer, D., Clarke, D.E., Fozard, J.R,, Hartig, PR., Martin, G.R., Mylecharane, E.J., Saxena,
P.R., Humphrey, P.P.A., 1994. VII International Union of Pharmacology classification
of receptors for 5-hydroxytryptamine (serotonin). (The official view on 5-HT
receptor classification.). Pharmacol. Rev. 46, 157-203.

Hoyer, D., Hannon, J.P., Martin, G.R., 2002. Molecular, pharmacological and functional
diversity of 5-HT receptors. Pharmacol. Biochem. Behav. 71, 533-554.

Le Bars, D., Gozariu, M., Cadden, S.W., 2001. Animals models of nociception. Pharmacol.
Rev. 53, 597-652.

Li, Q, Battaglia, G., Van de Kar, L.D., 1997. Autoradiographic evidence for differential
G-protein coupling of 5-HT1A receptors in rat brain: lack of effect of repeated
injections of fluoxetine. Brain Res. 769, 141-151.

Maggio, R., Gale, K., 1989. Seizures evoked from area tempestas are subject to control by
GABA and glutamate receptors in substantia nigra. Exp. Neurol. 105, 184-188.
Marcinkiewicz, M., Verge, D., Gozlan, H., Pichat, L., Hamon, M., 1984. Autoradiographic

evidence for the heterogeneity of 5-HT; sites in the rat brain. Brain Res. 291,159-613.

Martin, L.L,, Sanders-Bush, E., 1982. Comparison of the pharmacological characteristics
of 5-HT; and 5HT, binding sites those of serotonin autoreceptors witch modulate
serotonin release. Naunyn-Schmiedebergs Ach. Pharmakol. 321, 165-170.

Maxwell, L., Maxwell, D.J., Neilson, M., Kerr, R., 1996. A confocal microscopic survey of
serotoninergic axons in the lumbar spinal cord of the rat: co-localization with
glutamate decarboxylase and neuropeptides. Neuroscience 75, 471-480.

Millan, M.J., 1999. The induction of pain: an integrative review. Prog. Neurobiol. 57,
1-164.

Millan, M.J., 2002. Descending control of pain. Prog. Neurobiol. 66, 355-474.

Ogren, S.0., Berge, 0.G., 1985. Evidence for selective serotonergic receptor involvement
in p-chloroamphetamine-induced antinociception. Naunyn-Schmiedeberges Arch.
Pharmakol. 329, 135-140.



24 R.L. Freitas et al. / Experimental Neurology 217 (2009) 16-24

Picazo, O., Lopez-Rubalcava, C., Fernandez-Guasti, A., 1995. Anxiolytic effect of the
5-HT;4 compounds 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin and ipsapirone in the
social interaction paradigm: evidence of a presynaptic action. Brain Res. Bull. 37,
169-175.

Prado, W.A., Roberts, M.H.T., 1985. An assessment of the antinociceptive and aversive
effects of stimulating identified sites in the rat brain. Brain Res. 340, 219-228.
Racine, RJ., 1972. Modification of seizure activity by electrical stimulation. II. Motor

seizure. Electroencephalogr. Clin. Neurophysiol. 32, 281-294.

Rosa, M.LN.M., Oliveira, M.A., Valente, R.B., Coimbra, N.C., Prado, W.A., 1998.
Pharmacological and neuroanatomical evidence for the involvement of the anterior
pretectal nucleus in the antinociception induced by stimulation of the dorsal raphe
nucleus in rats. Pain 74, 171-179.

Ruotsalainen, S., Sirvio, ], Jakala, P, Pumala, T., Macdonald, E., Riekkinen, P., 1997.
Differential effects of three 5-HT receptor antagonists on the performance of rats
in attentional and working memory tasks. Eur. Neuropsychopharmacol. 7,
99-108.

Schoeffter, P., Ullmer, C., Bobirnac, I, Gabbiani, G., Liibbert, H., 1996. Functional,
endogenously expressed 5-hydroxytryptamine 5-ht; receptors in human vascular
smooth muscle cells. Br. J. Pharmacol. 117, 993-994.

Sotelo, C., Cholley, B., Mestikawy, S., Gozlan, H., Hamon, M., 1990. Direct immunohis-
tochemical evidence of the existence of 5-HT;, autoreceptors on serotoninergic
neurons in the midbrain raphe nuclei. Eur. J. Neurosci. 2, 1144-1154.

Steinbusch, HW.M,, 1981. Distribution of serotonin-immunoreactivity in the central
nervous system of the rat-cell bodies and terminals. Neurosci. 6, 557-618.

Stewart, W., Maxwell, D.J., 2000. Morphological evidence for selective modulation by
serotonin of a subpopulation of dorsal horn cells which possess the neurokinin-1
receptor. Eur. J. Neurosci. 12, 4583-4588.

Takeuchi, Y., Kimura, H., Sano, Y., 1982. Immunohistochemical demonstration of the
distribution of serotonin neurons in the brainstem of the rat and cat. Cell Tissue Res.
224, 247-267.

To, Z.P., Bonhaus, D.W., Eglen, RM., Jakeman, L.B., 1995. Characterization and
distribution of putative 5HT; receptors in guinea-pig brain. Br. J. Pharmacol. 115,
107-116.

Trulson, M.E., Frederickson, CJ., 1987. A comparison of the electrophysiological and
pharmacological properties of serotonin-containing neurons in the nucleus raphe
dorsalis, raphe medianus and raphe pallidus recorded from mouse brain slices In
Vitro: Role of autoreceptors. Brain Res. Bull. 18, 179-190.

Vergé, D., Daval, G., Patey, A., Gozlan, H., Mestikawy, S., Hamon, M., 1985. Presynaptic
5-HT autoreceptors on serotonergic cell bodies and/or dendrites but not terminals
are of the 5-HT;, subtype. Eur. ]. Pharmacol. 113, 463-464.

Wang, Q.P., Nakai, Y., 1994. The dorsal raphe: an important nucleus in pain modulation.
Brain Res. Bull. 34, 575-585.

Willis, W.D., Westlund, K.N., 1997. Neuroanatomy of the pain system and of the
pathways that modulate pain. J. Clin. Neurophysiol. 14, 2-31.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

