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RESUMO

Sabe-se que o periodo pods-ictal é seguido por antinocicepcao.
Muitos neurotransmissores e seus receptores estao envolvidos nas
diversas formas de analgesia, como, por exemplo, peptideos opioides
enddgenos, acetilcolina e monoaminas. A analgesia pds-ictal € uma das
muitas formas de modelo experimental de antinocicepcao em que o
recrutamento de cada um desses neurotransmissores ja foi descrito. Para
o efeito do controle descendente da dor, é considerada a participacao de
estruturas supraespinais, como o nucleo dorsal da rafe (NDR), a
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e o locus coeruleus (LC). Sendo o
LC o nucleo noradrenérgico mais importante do tronco encefalico, o
objetivo desse trabalho foi estudar o envolvimento do sistema
noradrenérgico no LC na organizacdao da analgesia pos-ictal. Ioimbina,
propranolol e norepinefrina foram unilateralmente microinjetados no LC de
ratos (Wistar). Em seguida, por via intraperitoneal, foi administrado
pentilenotetrazol (PTZ; 64mg/kg), um antagonista farmacoldégico ndo-
competitivo que bloqueia o influxo de cloro mediado pelo GABA. A
analgesia que segue as crises convulsivas foi antagonizada pela iombina,
propranolol, e também pela microinjecao de norepinefrina no LC. As crises
convulsivas, estudadas no presente trabalho, sofreram influéncia da
administragao dos farmacos intra-LC, levando a um aumento na duracgdo
das convulsdes. Desta forma, podemos sugerir o envolvimento do sistema
noradrenérgico do LC na modulacao da analgesia pds-ictal e dos processos

convulsivos tonico-clonicos.

Palavras-chave: Analgesia; locus coeruleus; PTZ; GABA; receptores o;-
noradrenérgicos; receptores B-noradrenérgicos; norepinefrina; dor; crises

convulsivas.



ABSTRACT

It has been considered that the post-ictal state is followed by
antinociception. Many neurotransmitters and their receptors are involved
in several kinds of analgesia, for example, endogenous opioid peptides,
acetylcholine and monoamines. The post-ictal analgesia is an impressive
kind of antinociception, in which the recruitment of many neural systems
has been demonstrated. Considering the descending control of pain the
integrated participation of supraspinal structures such as the dorsal raphe
nucleus, the periaqueductal grey matter and the locus coeruleus (LC), an
important noradrenergic brain stem nucleus, can modulate pain. The
present work aimed to study if noradrenergic mechanisms in the LC are
involved in post-ictal analgesia. Yohimbine (an az-antagonist), propranolol
(a B-antagonist) or norepinephrine (a non-specific noradrenergic agonist)
was microinjected into the LC of Wistar rats, followed by intraperitoneal
administration of pentilenetetrazole (PTZ; 64mg/kg), a pharmacological
non-competitive antagonist that blocks GABA-mediated CI° influx.
Surprisingly, the administration of all three drugs (yohimbine, propranolol
and norepinephrine) into the LC resulted in a significant decrease in tonic-
clonic seizure-induced antinociception, showing how complex are the LC-
mediated modulation of pain during seizures. Moreover, seizures studied
in the present work suffer influence by the administration of all drugs into
the LC which enhance the seizure duration. Our results suggest the
involvement of the LC noradrenergic system in the post-ictal analgesia

and in convulsive processes.

Key-words: Analgesia; /ocus coeruleus; PTZ; GABA; a-adrenoceptors; B-

adrenoceptors; norepinephrine; pain; seizures.
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1. INTRODUCAO

1.1. Vias de transmissao da dor

A dor é um sinal de alerta para o organismo que indica a ocorréncia
de uma alteracao fisioldgica deletéria, inclusive uma possivel lesdao celular
localizada ou lesdo tecidual mais abrangente. A dor é definida pela
Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como uma
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesao
tecidual real ou potencial, ou descrita nestes termos” (MERSKEY, 1991;
FLOREZ, 1993). A dor, portanto, é uma percepcdo subjetiva com
dimensao psicoldgica. Por outro lado, a nocicepgao constitui a percepcao
pelos nociceptores de estimulos que codificam sinais para fornecer
informacdo o sistema nervoso central da existéncia de uma injuria tissular
associada a um estimulo nocivo. A dor tem sido considerada como
consistindo de dois componentes: perceptivo-discriminativo, que permite
ao individuo reconhecer o estimulo como doloroso e localiza-lo em regides
do corpo, e o0 aversivo-cognitivo-motivacional ou reacional, que
compreende uma variedade de comportamentos, os quais, por sua vez,
envolvem fatores inatos de cada espécie, aprendizagem e memodria
(BRANDAO, 1995).

Segundo NOBACK et al. (1996), “dor” seria o termo mais adequado
para 0 homem, enquanto que "“nocicepcao” seria mais indicado para
animais de experimentacdo. Ndo obstante, surpreendentemente, subsidios
neuromorfoldgicos funcionais que embasam os aspectos subjetivos da dor

foram primeiramente descritos em animais de laboratério (HAMMOND,
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1989), o que nos sugere cautela durante qualquer tentativa em restringir

0s aspectos emocionais da dor exclusivamente a seres humanos.

Os neurotransmissores envolvidos nas aferéncias nociceptivas
primarias sdo diversos; particularmente, a substancia P (HOKFELT et al.,
1975; FURST, 1999), somatostatina, colecistoquinina, L-glutamato
(JESSEL e DODD, 1986), neurocinina-A e neurocinina-B. Estes parecem
ser transmissores das aferéncias primarias ou facilitadores da expressao
de estimulos nociceptivos (FURST, 1999).

A informacdao dolorosa € captada por receptores sensoriais
especializados, chamados nociceptores, que sdo sensiveis aos estimulos
nocivos. Estes possuem fibras organizadas em projecdes periféricas e
projecdoes centrais, que penetram no corno dorsal da medula espinal
(CDME) pela raiz dorsal do nervo espinal e no nucleo espinal do nervo
trigémeo (NENT) pelas fibras radiculares do quinto par de nervos
cranianos. Pode variar quanto ao grau de mielinizacdo e, em consequéncia

disso, quanto a velocidade de conducdo dos estimulos.

Os nociceptores distribuem-se por praticamente todos os tecidos do
organismo, com excecdo do tecido nervoso. Estdo presentes na superficie
cutanea, na parede das visceras ocas, no parénquima das visceras solidas,
NoS vasos sanguineos, nos 0ssos e nas articulagdes, na cérnea, nas raizes
dentarias (MILLAN, 1999). Os nociceptores sdo terminacdes livres de
neurdnios pseudounipolares associados a fibras nao mielinizadas (fibras C)
ou mielinizadas (fibras Ad). As fibras C respondem a estimulos nocivos de
origem térmica, mecanica ou quimica e, por isso, sao chamados de
polimodais. Ja as fibras Ad respondem mais fortemente a estimulos
nocivos térmicos e pressoricos e, com menor intensidade, a estimulos
quimicos (RANG et al., 1991). Tanto as fibras Ad como as fibras C sado
amplamente distribuidas na pele e em tecidos profundos (JESSEL e KELLY,
1991). O nivel de atividade de tais fibras, envolvidas eminentemente com

a transmissao de estimulos algicos, determina a localizagao, intensidade,
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e qualidade da dor (BASBAUM e JESSEL, 2000). As fibras Ad sao
responsaveis pela dor de duracao rapida, aguda e lancinante, e as fibras
C, pela dor de duracao lenta e difusa (MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM,
2001).

A atividade gerada pelo nociceptor é transferida, apds
processamento complexo e ativo no CDME ou no NENT, diretamente ou
via nucleos do tronco encefdlico, aos nucleos inespecificos do talamo ou
ao nucleo talamico ventral pdstero-lateral ou arqueado, e entao para o
cortex, onde a percepcao da dor é gerada. Impulsos paralelos do CDME
passam para o corno ventral da ME e ativam neur6nios motores reflexos,

0s quais geram o reflexo flexor de retirada (WOOLF, 1994).

No interior da substéancia cinzenta do CDME ou no NENT, a projecdo
aferente do neurbnio primario faz sinapse com os neurdnios secundarios.
A substancia cinzenta da ME foi dividida citoarquitetonicamente por Rexed
em dez laminas ou camadas (REXED, 1952; DUBNER e BENNETT, 1983;
BESSON e CHAOUCH, 1987; WILLIS e COGGESHALL, 1991): Lamina I
(marginal), II (substancia gelatinosa), III e 1V (nucleus proprius) e, V e VI
(laminas profundas), que compreendem o CDME; a l|amina VII
correspondente a substancia cinzenta intermediaria, e as laminas VIII e IX
compreendendo o corno ventral medial e lateral, respectivamente,
enquanto a lamina X consiste na regido que circunda o canal central. As
laminas I e II (mais superficiais), V, VI, e a lamina X, constituem regides
espinais predominantemente implicadas na recepgao, processamento e
transmissao rostral da informagao nociceptiva (WILLIS e WESTLUND,
1997; MILLAN, 1999; 2002).

As laminas I e II recebem fibras C e algumas fibras Ad. Outras
fibras Ad penetram mais profundamente no CDME (lamina V) (MILLAN,
1999), ja as fibras mielinizadas grossas Aa e AB sao responsaveis em
transmitir as informag0es nao-nociceptivas (toque leve e pressao)
(FIELDS e BASBAUM, 1978; FITZGERALD e WALL, 1980; ALBE-FESSARD
et al., 1985; BESSON e CHAOUCH, 1987; BRANDAO, 1995). Essas fibras
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sensoriais de alto limiar ativam um grande numero de interneuronios de
segunda ordem e neurbnios de projecao na ME, alguns deles ativados
exclusivamente por estimulos nocivos (denominados de neurdnios
nociceptivos especificos ou NS - nociceptive-specific) e outros sao
ativados por estimulos de alta ou baixa intensidade (denominados de faixa
dindmica ampla ou WDR - wide-dynamic-range). As células presentes nas
ldminas I e V dao origem as principais vias de projecdao do CDME para o
talamo (MILLAN, 1999). A informacgao neural se projeta, entdo, do talamo
para as areas sensoriais do cortex cerebral, onde as varias
submodalidades da sensibilidade nociceptiva, como qualidade,
intensidade, localizacao e o seu aspecto emocional ou afetivo sao
integrados na experiéncia da percepcdo (NOBACK et al., 1996). Essas
fibras constituem os tratos espinotalamicos, espinomesencefalico,
espinorreticular (WILLIS, 1985), espinolimbico, espinocervical e coluna
dorsal pos-sinaptica (WILLIS e WESTLUND, 1997).

Das vias citadas anteriormente, a mais importante € a via
espinotalamica, que se divide filogeneticamente, em duas projecoes: a via
paleoespinotalamica (mais antiga) e a via neoespinotalamica (mais
recente). O trato espinotalamico conduz a informacgao nociceptiva e outras
informacOes sensoriais da periferia para o talamo. E constituido
primariamente de axonios de células das laminas I e V, mas também os
corpos desses neurdnios sao encontrados nas laminas II, IV, VI, VII, VIII
e X (ZHANG et al., 2000). Fundamentado na origem e no modelo de
projecoes das fibras Ad e C, alguns autores descreveram trés formas de
aferéncias do trato espinotalamico. Uma € a via neoespinotalamica
monossinaptica, ou trato espinotalamico ventral, que se projeta
diretamente para nucleos do complexo lateral do tadlamo, envolvendo o
componente sensoério-discriminativo da dor. Outra é a \Vvia
paleoespinotalamica que pode ser dividida em duas: a multissinaptica, ou
trato espinotalamico dorsal, que projeta para nucleos do complexo

intralaminar e posterior medial do talamo e a via espinotalamica
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monossinaptica projetando-se diretamente para nucleos central e medial
do tdlamo, envolvidos no componente afetivo-motivacional da dor
(TEIXEIRA, 1990; ZHANG et al., 1999).

Além do trato espinotalamico, a informagao nociceptiva pode
ascender pelo trato espinorreticular, cujas células de origem se localizam
principalmente nas laminas V, VII e VIII, e também nas laminas I e X
(KEVETTER et al., 1982; WILLIS e WESTLUND, 1997).

Também existem projecdes diretas da ME para sitios
mesencefalicos. Em primatas, a maioria das células de origem do trato
espinomesencefalico esta localizada nas laminas I e IV a VI. As projecdes
espinomesencefdlicas terminam na substancia cinzenta periaquedutal
(SCP), nucleo cuneiforme, camadas profundas do coliculo superior (CPCS),
nucleos pré-tectal anterior (NPtA) e posterior (NPtP), nucleo intercolicular
e nucleo rubro, entre outros (WIBERG e BLOMQVIST, 1984; WILLIS e
WESTLUND, 1997). E muito importante destacar a existéncia do trato
espinolimbico, pois projecdes espino-hipotalamicas e espinoamigdalinas
diretas também ja foram descritas (WILLIS e WESTLUND, 1997). As
células de origem desse trato estdo localizadas nas laminas I, VII e X
(para revisao, ver WILLIS e WESTLUND, 1997). Algumas projecoes
espinais também alcangam o nulcleo accumbens e os nucleos septais
(BURSTEIN e GIESLER, 1989). Essas conexoes, diretas ou indiretas com
estruturas relacionadas ao controle das emocgdes, sugerem que tais

projecoes devem estar ligadas aos aspectos motivacionais da dor.

Além disso, o trato espinocervical origina-se principalmente das
ldminas III e IV e, em menor extensao, das laminas I, II e V (MILLAN,
1999). As funcdes relatadas para este trato sdao as caracteristicas
autonOmicas, sensoério-discriminativas e afetivo-motivacionais da dor,
sendo que esse trato também atua como integrador sensorial e modulador

das aferéncias a ME.

A Tabela 1 (a seguir) mostra um resumo das vias ascendentes de
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transmissao da informacao de dor.

Projecoes
Vias de conducao da (Origem - Destino)
informacao de dor
(Trato)
Espinotalamico Neoespinotalamico: Laminas I e V

da ME > tédlamo
Paleoespinotaléamico: Lamina V da
ME - formacao reticular > talamo
Espinomesencefalico Laminas I e IV a VI da ME > SCP,
nucleo cuneiforme, CPCS, NPtA e
NPtP, nucleo intercolicar e nucleo
rubro > talamo
Espinorreticular Laminas I, V, VII, VIII e X da ME >
formacao reticular bulbar e pontina
(sendo um dos nucleos o LC e outro
o parabraquial) = talamo
Espinolimbico Laminas I, VII e X da ME -nlcleo
accumbens, amigdala, hipotalamo e
0s nucleos septais = talamo
Espinocervical Laminas III e IV (principalmente)/
I, Il e V (menor extensao) da ME >
nldcleo cervical lateral e 10 e 20°
segmetos cervicais - talamo
Coluna dorsal pés-sinaptica Laminas III e X da ME - leminisco
medial = talamo

Tabela 1. Principais vias ascendentes por onde trafegam as informagdes de dor
em sua trajetoria da ME até o talamo.

1.2. Sistema enddégeno de inibicao de dor

Um importante componente da resposta do organismo a situacdes
de emergéncia é a reducao da capacidade de perceber a dor (COIMBRA et
al., 1992; MENESCAL-DE-OLIVEIRA et al., 1993; COIMBRA e BRANDAO,

1997). Assim, a antinocicepcao pode ser definida como redugao na
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resposta do sistema sensorial a estimulos nocivos (FANSELOW e BOLLES,
1979).

Existem mecanismos analgésicos enddgenos, ou seja, um sistema
de regides neurais conectadas as vias aferentes nociceptivas que
modulam ou bloqueiam completamente a passagem das informagdes da
dor em sua trajetéria em direcdo ao cértex cerebral. O primeiro desses
mecanismos é muito simples e atua logo na entrada das vias nociceptivas
na ME. As sinapses destas com os neurbnios de segunda ordem estao
localizadas no CDME. Esses neurOnios, no entanto, recebem também
sinapses inibitérias de interneurdnios situados nas redondezas, os quais,
por sua vez, sao ativados pelas fibras AB, que veiculam as informacodes
tateis quando chegam a ME ao mesmo tempo em que os impulsos
dolorosos (cada um através de suas vias aferentes especificas), e podem
inibir a transmissao sinaptica entre o neurdnio primario nociceptivo e o
neurdonio de segunda ordem (MELZACK e WALL, 1965). Posteriormente,
descobriu-se que as sinapses moduladoras da dor nao estdao presentes
apenas na ME, mas nos varios niveis das vias nociceptivas, e que a origem
dos circuitos inibitérios ndo se restringe as fibras AB.

De fato, sabe-se, hoje, que existem vias descendentes moduladoras
da dor que se originam no cértex somestésico e no hipotalamo,
projetando-se para a SCP e, desta, para diferentes nucleos bulbares,
especialmente os nucleos da rafe, como, por exemplo, o nucleo dorsal da
rafe (NDR), cuja estimulagao elétrica desperta forte analgesia, uma regiao
mesencefalica especializada, situada ventralmente na SCP (OLIVERAS et
al., 1979). Eferéncias do NDR atingem estruturas pontinas e bulbares
mais caudais. Do nucleo magno da rafe (NMgR) ou do /ocus coeruleus
(LC), dois importantes exemplos dessas estruturas mais caudais, fibras
serotoninérgicas ou noradrenérgicas, respectivamente, descem, através
do assim chamado funiculo dorso-lateral (FDL) da ME, com destino a
substancia gelatinosa do CDME. Essas vias ainda podem se projetar sobre

interneurénios encefalinérgicos ou GABAérgicos que, por sua vez,
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hiperpolarizam os neur6nios responsaveis pela transmissao da mensagem
nociceptiva (BASBAUM e FIELDS, 1978; MELZACK et al., 1982;
PERTOVAARA, 2006), provocando o bloqueio da dor.

Como provavel base neuroanatbmica desse fenOmeno
antinociceptivo, @ podemos salientar as conexdes, basicamente
serotoninérgicas, de nucleos da formacdo reticular, tais como os nucleos
da rafe, nucleo paragigantocelular e gigantocelular parte alfa, com o
coliculo superior e SCP (BEITZ, 1982; COIMBRA et al., 2006). Esses
nucleos bulbares, assim como a SCP, fazem parte do sistema enddgeno
que modula a percepcdo de estimulos nociceptivos (WILLIS e WESTLUND,
1997). A SCP, uma estrutura mesencefdlica ndo somente rica em
serotonina (COIMBRA et al., 2006) mas também em opioides enddgenos
(EICHENBERGER et al., 2002; OSAKI et al., 2003), foi uma das primeiras
regioes a serem implicadas na modulagcao da dor (REYNOLDS, 1969;
MAYER et al., 1971). Muito embora alguns sitios mais rostrais sejam mais
usualmente estimulados, ha evidéncias de que a analgesia eliciada nesses
sitios € transmitida através da SCP (RHODES, 1979). Processos
antinociceptivos podem ser gerados em todas as regides da SCP, apesar
de haver relatos na literatura apontando a regiao ventro-lateral como
sendo mais efetiva em produzir analgesia (GEBHART e TOLEIKIS, 1978),
ao lado de sitios localizados nas colunas dorso-medial e dorso-lateral da
SCP (COIMBRA et al., 1992).

As reacOes comportamentais e autonOmicas induzidas pela
estimulagdo do teto mesencefalico (TM) tém sido descritas como sendo
similares aquelas observadas em decorréncia da estimulagdao nociceptiva
aguda (SPIEGEL et al., 1954; KEENE e FIGUEROA, 1986). E também
conhecido que, em humanos, tais estimulagcdes provocam sensacoes
desagradaveis associadas ao sofrimento causado pela dor (NASHOLD et
al., 1969).

A dor normalmente promove um conjunto de reflexos de retirada,

fuga, retraimento, entre outros comportamentos recuperativos. Em
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algumas situacdes, seria mais razoavel, portanto, que essas reacoes
fossem suprimidas automaticamente em favor de respostas mais
adaptativas. Se, dessa forma, a resposta natural do organismo a situagoes
de emergéncia inclui diminuida sensibilidade a impulsos nociceptivos,
parece plausivel que o sistema de inibicao de dor seja recrutado em tais
situagdbes (COIMBRA, 1995; COIMBRA et al., 2006), e possivelmente
também em situagdes patoldgicas, como aquelas que evocam as crises
epilépticas, onde a movimentacdo vigorosa e rapida pode, ndao somente
extenuar o paciente, mas também ser seguida, durante e apds a sindrome
de imobilidade pods-ictal, do recrutamento de mecanismos de inibicdo da
dor, por meio da ativacdo completa ou parcial do sistema enddgeno de
modulagao da dor. A serotonina e a noradrenalina sao fortes candidatos a
neurotransmissores envolvidos nessa rede neural (DE OLIVEIRA et al.,
2006; FREITAS et al., 2005; PERTOVAARA, 2006). Contudo, estudos dos
mecanismos neurais € hormonais dos processos de modulacdo da dor tém
apresentado provas do envolvimento de B-endorfina e encefalinas, além
de corticotrofinas e corticosterona em algumas formas de antinocicepcao
(MILLER, 1981; BASBAUM e FIELDS, 1989; JONES et al., 1992, 1994).

Além dos mecanismos inibitorios de controle da dor, estudos
apontam para a existéncia de mecanismos facilitatérios descendentes
paralelos, ndo havendo distingdo anatomica entre as estruturas
envolvidas, pois varias areas encefalicas dao origem as vias descendentes
que levam tanto a facilitagdo, quanto a inibicao da atividade do segundo
neurdnio da unidade funcional da via nociceptiva ascendente (FIELDS e
BASBAUM, 1999; FIELDS et al., 1991; MCNALLY, 1999). Esses
mecanismos de facilitacdo descendente que se iniciam no bulbo rostral-
ventro-medial (incluindo o NMgR) podem ser desencadeados por
inflamacao dos tecidos periféricos e viscerais e por dano das fibras do
neuronio aferente primario. A facilitacdo descendente contribui, assim,
para a hiperalgesia e/ou alodinia que caracterizam essas condicoes,

incluindo a hiperalgesia secundaria. A facilitacdo descendente limita o
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risco de o dano tecidual ser agravado (MILLAN, 2002). Além do NMgR, é
importante salientar a participagdao de estruturas mais superiores, como o
cortex cingulado anterior (CCA), nesse mecanismo facilitatério da dor
através de receptores excitatdrios, como o N-metil-D-aspartato (NMDA)
(CALEJESAN et al., 2000). Evidéncias na literatura mostram projecdes do
CCA para a SCP dorsal e CPCS, duas importantes estruturas que
participam do sistema enddégeno de inibicdo de dor (COUTINHO, 2010).
Além disso, esse sistema facilitatério parece atuar através de células ON-
OFF em neurbnios GABAérgicos do NMgR, onde as células OFF inibem,
enquanto, as células ON facilitam a transmissdao nociceptiva no CDME
(FIELDS et al., 1991).
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Telencéfalo

Cortéx somatossensoral
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Figura 1. Representacdo esquematica: 1) sistemas ascendentes (via
espinotaldamica) da percepgao da dor (em azul): o neurdnio aferente primario
faz conexdao com o segundo neurdnio no corno posterior da medula espinal que,
por sua vez, envia projecdes para o nucleo ventral pdstero-lateral do tédlamo, que
se conecta com o cortex somatossensorial, regido pela qual é processada a dor;
2) ativagcdo dos sistemas descendentes (em vermelho) que se originam no
cértex somatossensorial e/ou no hipotdlamo, e se projeta para substancia
cinzenta periaquedutal, para os nucleos 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.
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1.3. O LOCUS COERULEUS E O SISTEMA NORADRENERGICO:
IMPLICAGCOES NA ANALGESIA

Tem sido demonstrado que as catecolaminas, como a norepinefrina
(NE) e a dopamina (DA), possuem um papel no controle da excitabilidade
neuronial, via proteina G acoplada ao receptor de sinalizacao
(WEINSHENKER e SZOT, 2002), e na modulagao da analgesia através da
via descendente noradrenérgica para o CDME (PERTOVAARA, 2006).
REDDY e YAKSH (1980) mostraram que injecao intratecal de
noradrenalina causa antinocicepticdo, e este efeito é antagonizado pelo
antagonista de receptores noradrenérgicos a,, a ioimbina (SAGEN e
PROUDFIT, 1984).

Os neurbnios noradrenérgicos sao encontrados em dois grupos
celulares no tronco encefédlico: no LC e na area tegmental lateral, sendo
que mais da metade destes neurdnios localiza-se dentro do LC
(WEINSHENKER e SzOT, 2002).

O LC apresenta distintos conjuntos de nucleos noradrenérgicos
ventrolateralmente localizados em relacao ao eixo mediano e tem relagao
de proximidade com o IV ventriculo no tegmento pontino (FOOTE et al.,
1983), e projeta-se para muitos nucleos encefdlicos, modulando, assim,
suas funcdoes (AMARAL e SINNAMON, 1977; JOBE et al., 1994, RYU et al.,
1999, TSURUOKA et al., 2003; SAJEDIANFARD et al., 2005; VOISIN et al.,
2005). Uma das mais importantes fungdes do LC é a modulagao da dor,
pois sua estimulagcdo elétrica e quimica promove liberacdo espinal de NE
(HENTALL et al., 2003) seguida de antinocicepcao (JONES e GEBHART,
1986), que é atenuada pela administracao espinal de antagonistas de
receptores a,-noradrenérgicos (JONES,1991; PERTOVAARA, 2006;

PROUDFIT, 1988). Porém, essa modulacdao pode ser realizada nao
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somente por uma via descendente, mas também através de uma via
ascendente (VOISIN et al., 2005; ZHANG et al., 1997). Assim, a lesao
bilateral deste nucleo promove aumento das respostas nociceptivas
(TSURUOKA e WILLIS, 1996).

As fibras noradrenérgicas do LC atingem o CDME, e as fibras das
areas A5 e A7 (grupo de células localizadas na parte ventrolateral e na
dorsolateral da ponte, respectivamente) alcangcam neurdonios motores das
colunas ventral e ventrolateral da ME (LYONS et al., 1989 e TSURUOKA et
al., 2004). Curiosamente, os axb6nios do LC estao situados primeiramente
no funiculo ventral ipsilateral e terminam na parte medial das |ldaminas VII
e VIII, fornecendo densa inervacdo a parte ventral da ME e pouca
inervagao para o corno dorsal superficial (PROUDFIT e CLARK, 1991;
YEOMANS et al., 1992). Os neurOnios situados na divisao pontina do
tronco encefdlico onde se situa o LC atingem o CDME, modulando
estimulos nociceptivos através de receptores a-noradrenérgicos (LI e
ZHAO, 1993; KING et al., 2005).

Muito embora as conexdes noradrenérgicas entre o LC e a ME sejam
de crucial importancia no controle da atividade das vias ascendentes
nociceptivas (BASBAUM e FIELDS, 1989) é possivel que parte deste efeito
modulador das sensacdes algicas se deva ao resultado da acao de outras
vias descendentes sobre interneurdnios encefalinérgicos da substancia
gelatinosa, inibindo as aferéncias primarias AS e C, através de projecdes
pré-sinapticas sobre seu primeiro contato neural com células nociceptivas
localizadas no nulcleo espinal do nervo trigémeo (NENT) e, muito
provavelmente, no CDME (JESSEL e IVERSEN, 1977; BASBAUM e FIELDS,
1984). Esse mecanismo tomaria como base o bloqueio, por meio de
neurotransmissores opioides, como a encefalina e endorfinas, do influxo
de ions calcio em terminais axodnicos de células do ganglio da raiz dorsal
dos nervos espinais (ou do ganglio semilunar de Gasser, no que se refere

ao componente trigeminal do sistema antero-lateral), por onde trafegam
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impulsos nociceptivos (MUDGE et al.,1979) estando este sistema sob

controle das projecdes descendentes monoaminérgicas.

Assim, ao lado das vias serotoninérgicas descendentes de inibicao
da dor, conexdes noradrenérgicas provenientes do LC, que também se
projetam ao CDME (KWIAT e BASBAUM, 1992; CLARK e PRODFIT, 1993),
desempenham importante papel no controle da dor (JONES e GEBHART,
1986; YEOMANS et al., 1992) ao inibirem, direta ou indiretamente, por
meio de interneurdnios medulares, o contato sinaptico entre o primeiro e
o segundo neurdnio da via nociceptiva ascendente, também, por meio de
interneuronios GABAérgicos ou glicinérgicos (PERTOVAARA, 2006).

1.4. CRISES CONVULSIVAS E ANALGESIA

De uma maneira ampla, as crises convulsivas podem ser
classificadas em parciais e generalizadas. Entre as generalizadas,
encontramos as formas mais conhecidas, e de maior impacto sobre as
pessoas que as presenciam, que sao as ténico-cldénicas (grande mal) e as
crises de auséncia (pequeno mal) que levam a perda de consciéncia
(COMISSAO DA LIGA INTERNACIONAL CONTRA A EPILEPSIA, 1989).

Uma crise epiléptica é caracterizada como uma descarga elétrica
cerebral desorganizada que se propaga para todas as regides do encéfalo
e leva a uma alteracdo de toda a atividade cerebral. A convulsao € uma

das tantas formas de manifestacao de epilepsia.

Dentre os diversos modelos experimentais de crises convulsivas,
destaca-se a administracao sistémica de pentilenotetrazol (PTZ), capaz de

induzir crises convulsivas por meio de antagonismo nao competitivo de
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receptores GABAérgicos, inibindo o influxo de ions cloreto na membrana
celular pés-sinaptica (SCHOFIELD, 1987; DE LIMA e RAE, 1990), relatado
pela primeira vez por PALFAI e ALBALA (1976), que avaliaram a
possibilidade da influéncia da crise convulsiva induzida pela droga na
amnésia retrograda em ratos. Outra forma de inducdo de crises
epilépticas consiste em aplicar um estimulo sonoro de alta intensidade, o
que desperta convulsdes tonico-clonicas em animais sensiveis (TSUTSUI
et al., 1992; RIBAK E MORIN, 1995; RIBAK et al., 1997), um fendbmeno
que também pode estar sob controle de vias ricas em GABA (GARCIA-
CAIRASCO e SABBATINI, 1991).

A diminuicao da neurotransmissao do GABA tem sido envolvida na
etiologia de varias doencas neuroldgicas, tais como a epilepsia. Alguns
investigadores tém avaliado a concentracao de GABA no liquido encéfalo-
raquidiano de epilépticos, como uma forma de aferir a atividade neuronial
GABAérgica. Encontrou-se reducgao da concentragao desse
neurotransmissor no liquor de individuos epilépticos (MANYAM et al.,
1980), embora um estudo anterior nao tenha relatado essa diferenca em
pacientes epilépticos (ENNA et al., 1977). Portanto, ndo ha duvida de que
a manipulacdo do sistema GABAérgico possa influenciar grandemente a
excitabilidade do cérebro e promover crises convulsivas, tanto em

animais como no homem.

O aminoacido acido gama-aminobutirico (GABA) é o
neurotransmissor mais amplamente distribuido no sistema nervoso central
dos vertebrados (BORMANN, 2000) e estd presente em 30-50% das
terminacdes nervosas (ROBERTS e FRANKEL, 1950). No sistema nervoso,
o GABA atua, eminentemente, em duas familias de receptores: os do tipo
A (GABA,) e os do tipo B (GABAg), além do receptor GABAc. Os dois
receptores tém sido classificados de acordo com critérios farmacoldgicos e
segundo a natureza dos mecanismos efetores. O receptor GABA, esta
diretamente acoplado a um canal de ions de cloro, enquanto que o

receptor GABAg esta diretamente acoplado a canais de ions de potassio e
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de célcio por meio de uma proteina G (SCHOFIELD, 1987; BOWERY,
1989; BOWERY e PRATT, 1992). As estruturas localizadas no TM possuem
altas concentragoes desse neurotransmissor (OKADA, 1974; SANDNER et
al., 1981), particularmente o CI (SHIRAISHI et al., 2001).

Alguns estudos sugerem a presenca de GABA nos interneurdnios
corticais e hipocampais, assim como em algumas células da retina, no
nucleo accumbens, no nucleo reticular do tadlamo e nos neuronios de
Purkinje. Evidéncias indicam, ainda, que neurdnios GABAérgicos estejam
presentes também no complexo estriado-palidal, estriado-nigral e em
projecoes coliculares (OKADA et al., 1971; DE PAULIS et al., 1990;
FLOREY, 1991). Existem, também, interneurdonios GABAérgicos nos
nucleos da rafe, interagindo com neurdnios serotoninérgicos e
encefalinérgicos do prosencéfalo, e também com neurbnios colinérgicos
(NISHIKAWA e SCATTON, 1983; GRIDITTI et al., 1993; WANG e NAKAI,
1993).

De acordo com alguns achados, mecanismos GABAérgicos da
substancia negra (SN) estdao envolvidos no controle de crises convulsivas
generalizadas (DINGLEDINE et al., 1978; GARCIA-CAIRASCO et al.,
1996a), o que comprovam outros estudos neurais e hormonais, segundo
0s quais injecoes bilaterais de agonistas GABA dentro do sistema nervoso
central (prosencéfalo e cerebelo), deprimem crises convulsivas
(DINGLEDINE et al., 1978). Na literatura, descreve-se um duplo elo
estriadonigral-nigrotectal que consiste em duas sucessivas vias inibitdrias
GABAérgicas. Esta bem estabelecido que os neurdonios GABAérgicos do
neoestriado que enviam conexdes a SN (CROSSMAN et al., 1973; RINVIC
et al., 1976; BROWNSTEIN et al., 1977; OERTEL et al., 1981) exercem
influéncia inibitoria sobre a parte reticulada dessa estrutura (FELTZ, 1971;
PRESCHT e YOSHIDA, 1971; CROSSMAN et al., 1973; DRAY et al., 1976).
A parte reticulada da SN envia projecoes também GABAérgicas aos corpos
quadrigémeos (CASTELLAN-BALDAN et al., 2006; EINCHENBERGER et al.,
2002; COIMBRA e BRANDAO, 1993). Essas regides induzem crises
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convulsivas quando estimuladas (DE PAULIS et al., 1990; CARDOSO et
al., 1994; GARCIA-CAIRASCO et al., 1996a). Esses dados sustentam a
hipotese de que a saida nigral deve funcionar como um mecanismo de
barreira para as crises generalizadas (DINGLEDINE et al., 1978).
Repetidas estimulacdes acusticas em ratos suscetiveis geneticamente a
epilepsia evocam alteragdes neuroquimicas e limbicas, as quais sao
abolidas por microinjecao de agonistas GABA (GARCIA-CAIRASCO et al.,
1996b). Além disso, a neurotransmissdo noradrenérgica desempenha
papel importante na modulagao de crises convulsivas, pois a lesao do LC
acelera o processo de kindling na amigdala (MCINTYRE, 1980;
CORCORAN, 1988).

Além disso, as crises convulsivas podem ser geradas pela
estimulacao de algumas estruturas que parecem estar implicadas com
processos antinociceptivos, onde os corpos quadrigémeos e a SCP podem
se apresentar como importantes substratos neurais (CARDOSO et al.,
1994; GARCIA-CAIRASCO et al., 1996a; FREITAS et al., 2005; FREITAS,
2010), assim como o LC (FREITAS et al., 2005). A analgesia que segue as

crises convulsivas é denominada analgesia pds-ictal.

Apesar de mecanismos colinérgicos, serotoninérgicos, opioides e
noradrenérgicos ja terem sido implicados na elaboracdao da analgesia pos-
ictal (COIMBRA et al., 2001a, b; DE FREITAS et al., 2004; FREITAS et al.,
2005), encontra-se, na literatura, grande escassez de trabalhos que
tratem da analgesia induzida por convulsdao. Desta maneira, a analgesia
gue segue as crises convulsivas induzidas experimentalmente ou por
processos naturais ainda necessita ser mais bem elucidada, assim como o
substrato neural desse processo de inibicdo de dor. O presente trabalho
parte da hipotese de que mecanismos noradrenérgicos do locus coeruleus
desempenham um relevante papel na organizacao dos processos

antinociceptivos pds-ictais.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivos gerais

Este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar se as
crises convulsivas induzidas por drogas, como O
pentilenotetrazol, sdo seguidas de antinocicepgao, reversivel

pelo antagonismo central de receptores noradrenérgicos.

2.2. Objetivos especificos

Investigar a participacdo do substrato neural responsavel pela
organizacao da analgesia pds-ictal, avaliando o envolvimento
do Jocus coeruleus (LC) na analgesia que segue crises
convulsivas induzidas pelo bloqueio ionéforo de canais de cloro
ligados ao GABA. Com esse intuito, microinjecoes centrais de
propranolol, ioimbina e norepinefrina (NE), em diferentes
doses, foram realizadas no LC, seguindo-se a administracao

por via intraperitoneal de pentilenotetrazol.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus, Rodentia,
Muridae), da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g, provenientes do
biotério geral do Campus Universitarius de Ribeirdao Preto da Universidade
de Sao Paulo. Esses animais foram colocados em caixas de polipropileno,
com 1394cm? de piso (41 X 34 X 16 cm), com quatro exemplares, os
quais tiveram acesso a comida e agua, durante todo o experimento, e
foram mantidos em ambiente com ciclo claro-escuro de 12/12h (luzes
ligadas das 7h as 19h), e temperatura constante de 25°C+1°C. Os
experimentos foram realizados em harmonia com os principios elaborados
pela Comissao de Etica em Experimentacao Animal da FMRP-USP
(protocolo n© 14142/2005).

3.2. Testes nociceptivos

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 contengao com paredes de acrilico, e teve sua
cauda colocada sobre o sensor de uma fonte de calor (Tail-Flick Analgesia
Instrument; Ugo Basile), cuja elevacdao progressiva de calorimetria
(proporcao de 9°C/s; PRADO e ROBERTS, 1985) foi automaticamente
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interrompida, tdo logo o animal retirava a cauda do dispositivo. Um
pequeno ajuste da intensidade e corrente foi realizado, quando
necessario, no inicio do experimento, com o proposito de se obterem trés
laténcias consecutivas de retirada de cauda, entre 2,5 e 3,5 s. Caso o
animal nao removesse a cauda da fonte de calor dentro de 6 s, o
dispositivo era desligado para prevenir danos teciduais. Toda a laténcia de
retirada de cauda (LRC) foi normalizada pelo indice de analgesia (IA)

usando-se para isso a seguinte férmula:

_ (LRCteste) - (LRCcontrole)

1A =~
6-(LRCcontrole)

A linha de base foi formada pela média de trés LRC, tomadas em
intervalos de 5 min. O limiar nociceptivo foi igualmente aferido em

sequéncia as crises convulsivas, induzidas pelo PTZ.

3.3. Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados no interior de uma
arena circular (open-field), cujas paredes, de acrilico transparente,
medem 60 cm de diametro e 50 cm de altura, e cujo assoalho é dividido
em 12 seccgdes iguais. Essa arena € situada em um compartimento
experimental e iluminada por lampada fluorescente. O efeito das drogas
administradas (efeito do PTZ, dos blogueadores farmacoldgicos, agonista

noradrenérgico e salina), foi estudado no interior desse aparato.

As crises convulsivas induzidas pelo PTZ (64mg/Kg, IP) foram o

parametro motor usado para avaliar o efeito do blogueio de ions de CI°
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mediado pelo GABA. A laténcia das crises foi definida como o tempo entre
a injecdo do PTZ até a primeira evidéncia de mioclonia de mandibula,
tempo considerado como o primeiro sinal de inicio das crises. A
severidade das crises foi avaliada de acordo com o indice de gravidade
estabelecida para os experimentos em nosso laboratério (Tabela 2). As
crises convulsivas induzidas pelo PTZ foram registradas por uma
videocamara (Sony, HDD) direcionada a arena circular, e os videos foram
subsequentemente avaliados para qualificar e quantificar as crises

convulsivas de cada animal.

GRAVIDADE COMPORTAMENTO: CRISE CONVULSIVA

0 Comportamento exploratorio:

1 Mioclonia de mandibula ¢ 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:

K Hipertonia da musculalura das palas anictiores ¢/ou posteriores.

severa mioclonia de pata anterior com duragfo de pelo menos 10 segundos:

4 Hipertonia da musculatura das patas anicriores ¢/ou posICriorcs;

Elevagdo. além de mioclomnia severa de pata anterior;

Hipertonia da musculatura das patas anicriorcs ¢/ou pos(eriores;

i

Elcvagdo ¢ queda, além de mioclonia seyvcra de palas anleriores ¢ posieriores.

Tabela 2. Indice de gravidade das crises convulsivas tonico-clonicas
generalizadas produzidas pela administragdao de PTZ (64mg/kg; IP), estabelecida
para os experimentos que avaliam a analgesia pds-ictal no Laboratério de
Neuroanatomia e Neuropsicobiologia (LNN) da FMRP-USP. Esse indice foi baseado
na modificacdo da escala de RACINE (1972) feita por MAGGIO e GALE (1989)
com o intuito de adequar esse indice as crises convulsivas observadas no LNN.
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3.4. Procedimentos

3.4.1. Intervencoes cirurgicas

Os animais foram anestesiados (IP), com uma solugao na
proporcao de 0,1 mL cetamina a 10% (Agener, na dose de 25mg/kg) para
0,2 mL de xilasina a 2% (Dopaser, na dose de 10mg/kg), colocados no
aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabecas foram
fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Antes da exposicao
da calota craniana, a pele e o tecido subcutaneo foram anestesiados com
solucao de lidocaina a 2% (0,1 mL, s.c.). O periosteo foi retirado, e a
calota craniana tratada com H,0, a 10%. Foram feitas duas trepanacoes
no cranio, para a introducdo de um parafuso de ancoragem de uma
protese de fixacdao (feita de resina autopolimerizavel) e de uma céanula-
guia, a qual foi direcionada para o LC, segundo as seguintes coordenadas:
AP: -9,68mm; ML: 1,4mm; DV: 6mm, de acordo com o Atlas de PAXINOS
e WATSON (1997). Tomando-se a o bregma como referéncia, e estando a
sutura lambdodide e bregmatica em um mesmo plano horizontal. A canula-
guia foi confeccionada com agulha de injecdo intradérmica (25X6mm), de
aco inoxidavel, com 15mm de comprimento. Um fio de ago foi introduzido

na luz da canula, para protegé-la de impurezas.

Para a microinjecao das drogas, uma microagulha (Mizzi), conectada
a uma microsseringa (Hamilton, 10pL) foi introduzida na canula, e
ultrapassou a sua extremidade final em 1 mm. Um catéter de polietileno
foi acoplado a microagulha para monitorizacdao das microinjecdes, que

eram feitas através de uma bomba de infusdao de drogas (Stoelting).
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3.4.2. Estudo do efeito da modulacdo noradrenérgica do LC sobre

a analgesia pds-ictal

Inicialmente, apdés o periodo de recuperacao pos-operatéria da
cirurgia estereotaxica (3 a 5 dias), foi feita uma linha de base para o teste
de retirada de cauda com todos os animais de cada grupo. Os animais dos
grupos controles receberam microinjecoes de salina (NaCl a 0,9%),
direcionadas ao LC e, apds 10 min, receberam administracdes de PTZ por
via intraperitoneal (IP). Apds haver recebido o PTZ, os animais foram
colocados na arena, onde permaneceram até o término da crise convulsiva
e tiveram seus limiares nociceptivos aferidos pelo teste de retirada de
cauda, tao logo a ativacao comportamental chegasse ao seu fim;
portanto, imediatamente apds as crises (tempo considerado 0), 10, 20,
30, 40, 60, 90, 120, 150 e 180 min apds as convulsoes.

Grupos independentes de animais receberam microinjecdes de
propranolol, ioimbina e norepinefrina, nas doses de 1ug/0,2ul, 3ug/0,2uL
e 5ug/0,2uL seguindo-se, apds 10 min, a aplicagdo de PTZ (IP). O limiar
nociceptivo foi aferido imediatamente apds o término da crise convulsiva,
e nos tempos descritos anteriormente. As crises convulsivas foram

registradas e analisadas como descrito no item 3.3.
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3.5. Drogas

Foram utilizados o pentilenotetrazol (PTZ, 64 mg/kg, Sigma), a
ioimbina e o propranolol (antagonistas de receptores a, e B
noradrenérgicos, respectivamente, Sigma), e a norepinefrina (agonista
nao seletivo noradrenérgico, Sigma), dissolvidos em solugdo salina (NaCl
a 0,9 %); esta foi igualmente utilizada como controle do veiculo das

drogas injetadas.

O agonista e os antagonistas de receptores noradrenérgicos foram
microinjetados no LC nas seguintes doses: 1ug/0,2ul, 3ug/0,2uL e
5ug/0,2ul, utilizadas no presente trabalho a partir de estudos prévios,
com o intuito de estabelecer a curva dose-resposta dessas drogas
(FERREIRA, 2004).

3.6. Histologia

Apods a finalizacao dos experimentos, os animais foram anestesiados
com hidrato de cloral (1 mL a 5% para 100g de animal) até atingir
depressdo respiratéria letal, imediatamente seguida de uma incisdao no
térax, com exposicao do mediastino e ruptura do diafragma. O préximo
passo foi clampear a aorta descendente toracica libertando o coragao do
envoltério pericardico, para o puncionamento do ventriculo esquerdo. Em
seguida, foi feita uma incisdo no atrio direito, quando entdo os encéfalos
foram perfundidos com solugao salina a 0,9% em volume suficiente para

retirar todo o sangue do animal, seguido por solucao tamponada de
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paraformaldeido a 4%. Em seguida, os encéfalos foram removidos,
seccionados em cortes coronais, para separacao do tecido pontino do
restante do tecido nervoso. O bloco assim obtido, apds ser deixado em
imersao no fixador por mais 4h, a 4°C, foi congelado em isopentana
resfriada em gelo carbdnico, levado ao criostato, onde secgdes seriadas de
40um foram realizadas e adequadamente montadas em laminas
gelatinizadas; posteriormente desidratadas, diafanizadas e coradas com
hematoxilina/eosina (HE). Em seguida, foram analisadas ao microscdpio
de luz (AxioImager Z1, Alemanha), e os sitios de microinjecdo de drogas
puderam ser assinalados em diagramas do Atlas de PAXINOS e WATSON
(1997).

3.7. Equipamentos

As cirurgias estereotaxicas foram realizadas por meio de um
estereotaxico desenvolvido para pequenos animais (David Kopf, 902,
EUA).

Os testes antinociceptivos foram realizados através de um
analgesimetro para realizacdao do teste de retirada da cauda (Ugo Basile,
21025, Italia).

A analise histolégica foi feita através de um micrétomo de
congelamento (HM 505 E, Zeiss, Alemanha), e os resultados foram
avaliados através de um microscopio de luz (Axioplan Z1, Zeiss,

Alemanha).
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3.8. Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste de andlise de varidncia de
medidas repetidas (MANOVA), seguido, quando apropriado, pelo teste
post-hoc de Duncan. Resultados estatisticamente significantes foram

\\ Yoy /4

considerados quando “p” foi menor do que 0,05.
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4. RESULTADOS

Neste trabalho foi investigado o efeito do pré-tratamento do /ocus
coeruleus com um bloqueador de receptores noradrenérgicos a,, a
ioimbina, com um bloqueador de receptores 3, o propranolol, ou com
um agonista de receptores noradrenérgicos, a norepinefrina, na
elaboracao da analgesia induzida por ataques convulsivos, evocados por
um bloqueio sistémico de canais de CI” ligados a sinapses GABAérgicas
no sistema nervoso central. Nos presentes resultados, as convulsdes
nao foram precedidas por corridas selvagens. O PTZ evocou, em média,
de 3 a 4 crises convulsivas com duragao entre 7 e 19 minutos.
Geralmente, nos animais que o PTZ evoca crises por um periodo
superior a este nao resistem as reagdes convulsivas e morrem

(aproximadamente 26% de 174 animais).

A Figura 2 apresenta uma fotomicrografia de corte transversal da
ponte, de rato Wistar, representativa dos sitios de microinjecao

localizados no LC neste estudo.
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Figura 2. Fotomicrografia de corte transversal da ponte de rato Wistar
representativa de nossos grupos experimentais. Os cortes foram corados com
HE. A seta indica um local representativo da microinjecao das drogas estudadas
no locus coeruleus.
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4.1. Efeito da microinjecao de ioimbina no LC sobre a analgesia

pOs-ictal

Em todas as doses estudadas (1pg/0,2uL; 3 ug/0,2uL; 5ug/0,2uL),
a administragao de ioimbina no LC, apresentou efeitos significativos em
relacdo ao grupo controle (salina) causando diminuicao da
antinocicepcao pods-ictal aferida pelo teste de retirada de cauda. Houve
efeito estatisticamente significante do tratamento farmacolégico com
ioimbina [F (3,23) = 14,02; p< 0,0001], do tempo [F (9,15) = 22,55;
p< 0,0001] e interagao tratamento versus tempo [F (27,41) = 4,13; p<
0,0001]. A analise post-hoc mostrou que o bloqueio de receptores
noradrenérgicos a, no LC causou reducdo da analgesia aferida de 0 a
120 min do periodo pds-ictal [F (3,23) variando de 9,83 a 14,99; p<
0,0002]. O teste post-hoc mostrou, ainda, que a dose de 3ug/0,2uL de
ioimbina antagonizou a analgesia pds-ictal de 0 a 60 min e 120 min
apos as convulsdes, enquanto que, as outras doses somente reduziram
a analgesia 40 min apds as convulsdes; assim, houve diferencas entre
0s grupos de animais que receberam ioimbina a 3ug/0,2uL e os que
receberam ioimbina a 1ug/0,2uL e a 5ug/0,2pL [Duncan; p<0,0002].

Dados mostrados na Figura 3.
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Figura 3. Efeito do pré-tratamento com ioimbina intra-LC sobre a analgesia pds-
ictal. Os pontos representam as médias dos indices de analgesia, e as barras
representam o EPM. (*) Efeito estatisticamente significante (p<0,05) em relacao
ao grupo controle (SAL), (+) efeito estatisticamente significativo (p<0,05) com o
grupo IOB-1, (8) efeito estatisticamente significativo (p<0,05) com o grupo IOB-
5, segundo MANOVA seguida pelo teste post hoc de Duncan. SAL= salina (N=6);
I0OB-1= ioimbina a 1ug/0,2uL (N=7); IOB-3= ioimbina a 3ug/0,2uL (N=5) e IOB-
5= ioimbina a 5ug/0,2uL (N=9).
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Com relacdo aos resultados obtidos pela andlise das crises
convulsivas, o pré-tratamento com ioimbina na dose de 1ug/0,2uL
apresentou efeito estatisticamente significativo em relagdao ao grupo
controle (salina) e ao grupo de animais que receberam ioimbina a
5ug/0,2uL, causando aumento na duragcao do processo convulsivo
avaliado apds a administracao de PTZ (IP), observado nos registros dos
comportamentos convulsivos. Houve efeito estatisticamente significativo
do tratamento farmacolégico com ioimbina [F (3,24) = 6,27; p <
0,003]. A andlise post-hoc mostrou que o bloqueio dos receptores a,-
noradrenérgicos no LC causou aumento da duracdo do processo
convulsivo apdés a administracdo de PTZ (IP) observado no intervalo
entre o primeiro comportamento (mioclonia de mandibula) e o fim do
processo convulsivo (comportamento exploratério do animal na arena

circular) [Duncan; p<0,003] (Figura 4).

Porém, a anadlise post-hoc ndao mostrou efeito estatisticamente
significante no niumero de crises, nem do indice de gravidade das crises

convulsivas evocadas pelo PTZ (IP) [Duncan; p>0,05] (Figura 5).

Uma representacdo esquematica da localizacdo dos sitios de
microinjecao de iombina, em diferentes doses, no LC, € mostrada na

Figura 6.
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento com ioimbina intra-LC sobre a laténcia e a
duracao do processo convulsivo. As colunas representam as médias, e as barras
representam o EPM. (*) Efeito estatisticamente significante (p<0,05) em relagao
ao grupo controle (SAL), (+) efeito estatisticamente significativo (p<0,05) com o
grupo IOB-1, segundo ANOVA seguida pelo teste post hoc de Duncan. SAL=
salina (N=6); IOB-1= ioimbina a 1pg/0,2uL (N=7); IOB-3= ioimbina a
34g/0,2uL (N=5) e IOB-5= ioimbina a 5ug/0,2uL (N=9).
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Crises (freq.)

indice de Gravidade

Figura 5. Auséncia de efeito do pré-tratamento com ioimbina intra-LC sobre a as
crises convulsivas, segundo o numero (A) e o indice de gravidade (B). As colunas
representam as médias, e as barras representam o EPM. SAL= salina (N=6);
I0OB-1= ioimbina a 1ug/0,2uL (N=7); IOB-3= ioimbina a 3ug/0,2uL (N=5) e IOB-
5= ioimbina a 5pg/0,2pL (N=9).
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Figura 6. Representacao esquematica dos sitios de
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D

microinjecao de salina

fisioldgica (A), ioimbina a 1ug/0,2uL (B), ioimbina a 3ug/0,2uL (C) e ioimbina a
5ug/0,2uL (D), no LC, dispostos em anagramas do Atlas de Paxinos e Watson

(1997).
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4.2. Efeito da microinjecdo de propranolol no LC sobre a analgesia

pOs-ictal

O pré-tratamento com propranolol (antagonista de receptores
noradrenérgicos B) administrado unilateralmente no LC, em todas as
doses estudadas (1ug/0,2pL; 3 ug/0,2uL; 5pg/0,2uLl), apresentou
efeito estatisticamente significante em relacao ao grupo controle
(salina) causando diminuicdo da antinocicepcao pods-ictal. Houve efeito
estatisticamente significante do tratamento farmacoldgico com
propranolol [F (3,27) = 7,50; p< 0,001], do tempo [F (9,19) = 139,39;
p< 0,0001] e interagao tratamento versus tempo [F (27,53) = 4,06; p<
0,0001]. A anadlise post-hoc mostrou que o bloqueio de receptores [-
noradrenérgicos no LC causou reducao da analgesia aferida de 0 a 60
min do periodo pds-ictal [F (3,27) variando de 3,61 a 7,19; p<0,05]. O
teste post-hoc mostrou, ainda, que, de 0 a 10 min apds as convulsdes,
houve diferencas entre os grupos de animais que receberam propranolol
a 3ug/0,2uL e os que receberam propranolol a 1ug/0,2uL e a 5ug/0,2uL

[Duncan; p<0,05]. Dados mostrados na Figura 7.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento com propranolol intra-LC sobre a analgesia
pos-ictal. Os pontos representam as médias dos indices de analgesia nos
diferentes tempos, e as barras representam o EPM. (*) Efeito estatisticamente
significante (p<0,05) em relagcdo ao grupo controle (SAL), (+) efeito
estatisticamente significativo (p<0,05) com o grupo PPN-1, (#) efeito
estatisticamente significativo (p<0,05) com o grupo PPN-3, segundo MANOVA
seguida pelo teste post hoc de Duncan. SAL= salina (N=7); PPN-1= propranolol
a 1pg/0,2uL (N=8); PPN-3= propranolol a 3pg/0,2uL (N=7) e PPN-5=
propranolol a 5ug/0,2uL (N=9).
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Com relacdo aos resultados obtidos pela andlise das crises
convulsivas, o pré-tratamento com propranolol nas doses de 1ug/0,2uL
e 3ug/0,2uL apresentou efeito estatisticamente significativo em relacao
ao grupo controle (salina) e ao grupo de animais que receberam
propranolol a 5pg/0,2uL, causando aumento na duragao do processo
convulsivo avaliado apdés a administracao de PTZ (IP) (Figura 8). Além
disso, o pré-tratamento com propranolol na dose de 1ug/0,2uL
aumentou o numero de crises evocadas pelo PTZ, apresentando efeito
estatisticamente significante em relagao aos outros grupos estudados
(salina e propranolol a 3ug/0,2uL e a 5ug/0,2uL) (Figura 9). A analise
post-hoc mostrou que o bloqueio dos receptores B-noradrenérgicos no
LC causou aumento da duracao do processo convulsivo [F (3,27) =
10,42; p<0,001] e no numero de crises [F (3,27) = 5,40; p>0,005]
aferidos apods a administracdao de PTZ (IP) no intervalo entre o primeiro
comportamento (mioclonia de mandibula) e o fim do processo
convulsivo (comportamento exploratério do animal na arena circular)

[Duncan; p<0,05].

Entretanto, a anadlise post-hoc nao mostrou efeito estatisticamente
significante no indice de gravidade das crises convulsivas evocadas pelo

PTZ IP [Duncan; p>0,05]. Dados mostrados na Figura 10.

Uma representacao da localizagdo dos sitios de microinjecdo de

propranolol, em diferentes doses, no LC, é mostrada na Figura 11.
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento com propranolol intra-LC sobre a laténcia e a
duracao do processo convulsivo. As colunas representam as médias, e as barras
representam o EPM. (*) Efeito estatisticamente significante (p<0,05) em relagao
ao grupo controle (SAL), (+) efeito estatisticamente significativo (p<0,05) com o
grupo PPN-1, (#) efeito estatisticamente significativo (p< 0,05) com o grupo
PPN-3, segundo ANOVA seguida pelo teste post hoc de Duncan. SAL= salina
(N=7); PPN-1= propranolol a 1ug/0,2uL (N=8); PPN-3= propranolol a 3ug/0,2uL
(N=7) e PPN-5= propranolol a 5ug/0,2uL (N=9).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com propranolol intra-LC sobre o niumero de
crises convulsivas. As colunas representam as médias, e as barras representam o
EPM. (*) Efeito estatisticamente significante (p<0,05) em relagcdo ao grupo
controle (SAL), (+) efeito estatisticamente significante (p<0,05) em relagdao ao
grupo PPN-1, segundo ANOVA seguida pelo teste post hoc de Duncan. SAL=
salina (N=7); PPN-1= propranolol a 1ug/0,2uL (N=8); PPN-3= propranolol a
3ug/0,2uL (N=7) e PPN-5= propranolol a 5ug/0,2uL (N=9).
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Figura 10. Auséncia de efeito do pré-tratamento com propranolol intra-LC sobre
o indice de gravidade das crises convulsivas. As colunas representam as médias,
e as barras representam o EPM. SAL= salina (N=7); PPN-1= propranolol a
1ug/0,2puL (N=8); PPN-3= propranolol a 3ug/0,2uL (N=7) e PPN-5= propranolol
a 5pug/0,2uL (N=9).
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Figura 11. Representacdo esquematica dos sitios de microinjecdo de salina
fisioldgica (A), propranolol a 1ug/0,2uL (B), propranolol a 3ug/0,2uL (C) e
propranolol a 5ug/0,2uL (D), no LC, dispostos em anagramas do Atlas de Paxinos
e Watson (1997).
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4.3. Efeito da microinjecdo de norepinefrina no LC sobre a

analgesia pds-ictal

A administracao de norepinefrina, em doses crescentes (1ug/0,2uL;
3 ug/0,2uL; 5ug/0,2uL), apresentou efeito estatisticamente significante
em relacao ao grupo controle (salina; NaCl a 0,9%) causando
diminuicdo da antinocicepcao pds-ictal. Houve efeito estatisticamente
significante do tratamento farmacoldégico com norepinefrina [F (3,23) =
6,48; p<0,005], do tempo [F (9,15) = 24,11; p<0,0001] e interacao
tratamento versus tempo [F (27,41) = 4,51; p<0,0001]. A andlise post-
hoc mostrou que o efeito do agonista de receptores noradrenérgicos no
LC causou reducdo da analgesia aferida de 0 a 60 min do periodo pds-
ictal [F (3,23) variando de 3,33 a 6,67; p<0,05]. O teste post-hoc
mostrou, ainda, que, no tempo 0 (zero) apods as convulsdes, houve
diferenca entre os grupos de animais que receberam norepinefrina a 3
Mg/0,2uL e os que receberam norepinefrina a 1ug/0,2uL [Duncan;

p<0,05]. Dados mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com norepinefrina intra-LC sobre a
analgesia pods-ictal. Os pontos representam as médias dos indices de analgesia
nos diferentes tempos, e as barras representam o EPM. (*) Efeito
estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo ao grupo controle (SAL), (+)
efeito estatisticamente significativo (p<0,05) com o grupo NE-1, (#) efeito
estatisticamente significativo (p<0,05) com o grupo NE-3, segundo a MANOVA
seguida pelo teste post hoc de Duncan. SAL= salina (N=8); NE-1= norepinefrina
a 1pg/0,2uL (N=8); NE-3= norepinefrina a 3pg/0,2uL (N=5) e NE-5=
norepinefrina a 5ug/0,2uL (N=6).



57

Com relacdo aos resultados obtidos pela analise das crises
convulsivas, o pré-tratamento com norepinefrina nas doses de
34g/0,2uL e 5ug/0,2uL apresentou efeito estatisticamente significativo
em relagao ao grupo controle (NaCl a 0,9%) e ao grupo que recebeu
norepinefrina a 1ug/0,2uL, causando aumento na duragao do processo
convulsivo avaliado apds a administracdo de PTZ (IP). Houve efeito
estatisticamente significativo do tratamento farmacolégico com
norepinefrina [F (3,23) = 12,02; p<0,0001]. A anadlise post-hoc
mostrou que a norepinefrina administrada no LC causou aumento da
duracdao do processo convulsivo aferido apds a administracdao de PTZ
(IP) aferido no intervalo entre o primeiro comportamento (mioclonia de
mandibula) e o fim do processo convulsivo (comportamento
exploratério do animal na arena circular) [Duncan; p<0,0001] (Figura
13).

Porém, a analise post-hoc ndao mostrou efeito estatisticamente
significante no niumero de crise, nem no indice de gravidade de crises
convulsivas, evocadas pelo PTZ (IP) [Duncan; p>0,05]. Dados

mostrados na Figura 14.

Uma representacdo da localizacdao dos sitios de microinjecao de

norepinefrina, em diferentes doses, no LC, é mostrada na Figura 15.
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Figural3. Efeito do pré-tratamento com norepinefrina intra-LC sobre a laténcia
e duracao do processo convulsivo. As colunas representam as médias e as barras
representam o EPM. (*) Efeito estatisticamente significativo (p< 0,05) em
relagdo ao grupo controle (SAL), (+) efeito estatisticamente significativo (p<
0,05) em relagao ao grupo NE-1, segundo ANOVA, seguida pelo teste post hoc de
Duncan. SAL= salina (N=8); NE-1= norepinefrina a 1ug/0,2uL (N=8); NE-3=
norepinefrina a 3ug/0,2uL (N=5) e NE-5= norepinefrina a 5ug/0,2uL (N=6).
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Figura 14. Auséncia de efeito do pré-tratamento com norepinefrina intra-LC
sobre as crises convulsivas, segundo o numero (A) e o indice de gravidade (B).
As colunas representam as médias e as barras representam o EPM. SAL= salina
(N=8); NE-1= norepinefrina a 1pg/0,2uL (N=8); NE-3= norepinefrina a
3ug/0,2uL (N=5) e NE-5= norepinefrina a 5ug/0,2uL (N=6).
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Bregma:-9.80 mm Bregma:-10.04 mm ~}  Bregma:-10.30 mm

Figura 15. Representacdo esquematica dos sitios de microinjecao de salina
fisiolégica (A), norepinefrina a 1ug/0,2uL (B), norepinefrina a 3ug/0,2uL (C) e
norepinefrina a 5ug/0,2uL (D), no LC, dispostos em anagramas do Atlas de
Paxinos e Watson (1997).
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5. DISCUSSAO

Os presentes resultados sugerem o envolvimento do sistema
noradrenérgico do LC nos processos antinociceptivos induzidos por
reacoes convulsivas. Sugerem, também, a participacdo desse sistema na
modulacdo das proprias crises convulsivas. O PTZ causou crises
convulsivas tonico-clonicas generalizadas em todos os animais que foram
seguidas por aumento no indice de analgesia. As microinjecbes dos
antagonistas noradrenérgicos, ioimbina (a.) e propranolol (B), e também,
do agonista, norepinefrina, no LC, diminuiram a analgesia pds-ictal e
foram capazes de aumentar a duracao das crises convulsivas induzidas

pelo PTZ sem causar alteragdes no indice de gravidade das crises.

A analgesia pos-ictal foi estudada através do teste de retirada de
cauda, que utiliza reflexos medulares, em detrimento de outros classicos
testes de analgesia, como o teste da placa quente ou de formalina, que
requerem a participacao de mecanismos supraespinais (DINCKENSON et
al., 1979; LE BARS et al., 2001). Além disso, este teste nos permite
avaliar a influéncia de vias descendentes modulatérias da nocicepgao ja,
que os reflexos medulares sao sensiveis a manipulacdo de estruturas
supraespinais (LE BARS et al., 2001).

Os receptores noradrenérgicos sao classificados em duas categorias,
a e B. Esses receptores sao classificados em subtipos ai (aia, aig € aip), a2
(a2a, G2 € axc) e B (B1, B2 € B3). A expressao de RNAmM para receptores
aa-noradrenérgicos € maior no LC que em qualquer outra area no
encéfalo, porém nao ha relatos sobre os demais subtipos de receptores a»
no LC (SCHEININ et al., 1994). Em adicao, o LC também apresenta
ligantes e RNAmM para receptores a;- (CHAMBA et al., 1991; DAY et al,,
1997). Um estudo de imuncitoquimica evidenciou também a presenca de
receptores B—noradrenérgicos no LC (WANAKA et al., 1989).
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Em geral, os receptores noradrenérgicos estdo acoplados a proteinas
G. Os receptores a, diminuem a atividade da adenilato ciclase intracelular
através da proteina G; ou diretamente, modificando a atividade de canais
idbnicos, como Na*, Ca®’" ou K'. Os receptores PB-noradrenérgicos
aumentam a atividade da adenilato ciclase via proteina Gs. Ja os
receptores a; estdo acoplados a fosfolipase C através da proteina Gq ou
eles estdo acoplados diretamente ao influxo de Ca®* (RANG et al., 2004).
Os receptores a; e B-noradrenérgicos sao pds-sinapticos enquanto que os
receptores a,-noradrenérgicos sao encontrados tanto pré- quanto pos-

sinapticamente.

Tem sido dificil estudar o papel funcional dos variados subtipos de
receptores noradrenérgicos devido a falta de drogas seletivas para esses
subtipos de receptores. Além disso, encontra-se na literatura uma
escassez de trabalhos que estudam a analgesia que segue as crises
convulsivas. A maioria dos relatos sobre a participacao dos receptores
noradrenérgicos, assim como do LC, tanto em processos antinociceptivos,
quanto em processos convulsivos, evidencia tais fendmenos isoladamente
(PERTOVAARA, 2006; WEINSHENKER e SZOT, 2002).

Crises convulsivas sdo capazes de ativar o sistema enddégeno de
inibicao da dor (COIMBRA et al., 2001a, b; DE FREITAS et al., 2004,
Freitas et al., 2005, FELIPPOTTI, 2005, DE OLIVEIRA et al., 2006), que
tem a SCP como a primeira estrutura descrita exercendo participacao
relevante neste sistema (REYNOLDS, 1969), além do LC.

No presente trabalho, surpreendentemente, observou-se que tanto a
ioimbina, o propranolol como a norepinefrina reverteram a analgesia que
segue as crises convulsivas e que, em algumas concentracdes, essas
drogas foram capazes de aumentar a duracao do processo convulsivo,
porém sem alterar a gravidade das crises convulsivas. O LC, nucleo rico
em NE, tem um papel importante na modulagdao da dor. Este fato foi

demonstrado em varios estudos, nos quais sua estimulagdo quimica ou
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elétrica produz antinocicepcdo que é revertida pela administracao de
antagonistas a,- e B-noradrenérgicos (JONES, 1991; PROUDFIT, 1988;
FREITAS et al., 2005).

Em adicdo, a lesdao do LC, com neurotoxina (acido iboténico),
também foi capaz de reverter a analgesia que segue as crises convulsivas
(FREITAS et al., 2005), assim como a analgesia induzida por substancias
doces (KISHI et al., 2006). Esses achados corroboram os resultados do
presente trabalho, que também evidenciou a antagonizacdo da analgesia
pos-ictal através de administracdes, em doses crescentes, de ioimbina
(antagonista de receptores a,-noradrenérgicos) e de propranolol
(antagonista de receptores B-noradrenérgicos).

A antinocicepcdo espinal induzida pela estimulagdo do LC é
bloqueada pela lesao da coluna ventrolateral da ME, mas nao da coluna
dorsolateral, indicando que as vias ventrolaterais modulam o efeito
antinociceptivo descendente proveniente do LC (MOKHA et al., 1985;
TSURUOKA et al., 2004). O LC pode modular a nocicepcao nao somente
pela via descendente, mas também através de uma via ascendente para o
tdlamo somatossensorial e para o nucleo parafascicular do talamo
(VOISIN et al., 2005; ZHANG et al., 1998). As projecdoes ascendentes do
LC exibem um papel dual, facilitatorio e inibitério, ao nivel do talamo
medial (nUcleo parafascicular) através de receptores a;- e a,-

noradrenérgicos, respectivamente (ZHANG et al., 1998).

Ha evidéncias de que o LC recebe e envia projecdes para SCP,
CPCS, CI (FREITAS et al., 2005) e para o nucleo LC contralateral (COUTO
et al., 2006) e que também envia projecdes para diversas estruturas,
como o cortex, hipocampo, amigdala e o bulbo ventral rostro-lateral e
medial (ENNIS e ASTON-JONNES, 1986; ASTIER et al., 1990). Além disso,
também foi evidenciado que o nucleo reticular paragigantocelular envia
projecoes noradrenérgicas e nao-noradrenérgicas ao LC (ASTIER et al.,
1990). Assim, também é possivel que o LC através de suas projecoes aos
nucleos bulbares (VANEGAS e SCHAIBLE, 2004) ative a via descendente
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bulbo-espinal de facilitacdo da dor, que trafega pelo funiculo dorsolateral.
Efetivamente, dados na literatura mostram que as vias descendentes de
inibicao e facilitacdo da dor podem derivar da mesma estrutura
supramedular (ALMEIDA, 1996 apud MARTINS, 2009; SILVA et al., 2010).
De acordo com relatos da literatura, o NMgR possui trés classes distintas
de neurdnios (células ON, OFF e neutras) baseados na correlacdo
temporal entre as alteragdes na taxa de disparos e a execucgao de reflexos
nociceptivos gerados pela estimulagao nociva (FIELDS et al., 1983a, apud
SILVA, 2006). E possivel que as células ON tenham papel facilitatério da
dor, enquanto que as células OFF parecem ter um papel inibitério da dor
(FIELDS et al., 2006 apud MARTINS, 2009), assim, sugere-se que esse
mecanismo seja mediado pela acdao de neurOnios opioidérgicos sobre
interneuronios GABAérgicos (SILVA et al., 2010).

Nossos resultados mostraram que a NE diminuiu a analgesia p0s-
ictal, evidenciando um efeito inesperado. Nao obstante, ZHANG et al.
(2010) mostraram que, dependendo da dose administrada de NE, sobre
limiares nociceptivos basais no nucleo caudado-putamen (CPu), pode
ocorrer antinocicepcao (em doses menores) ou pré-nocicepcao (em doses
maiores). Outra explicacdo possivel para esse resultado seria o
mecanismo de retroalimentacao inibitério exercido sobre os receptores a,-
noradrenérgicos pré-sinapticos, ou, ainda, € possivel que a NE esteja
atuando sobre receptores a;-noradrenérgicos, que tém sido envolvidos em
mecanismos facilitatérios da dor (HOLDEN et al., 1999).

A interacao da NE com os receptores noradrenérgicos podem tanto
facilitar quanto inibir os reflexos antinociceptivos. Uma série de estudos
comportamentais in vivo mostraram que a microinjecao de um agonista
a,-noradrenérgico ou um antagonista a;-noradrenérgico no NMgR produz
efeitos antinociceptivos espinais, enquanto que a injecdo de um agonista
tanto a; quanto a, produzem efeitos hiperalgésicos (SAGEN e PROUDFIT,

1985). A liberacdo de NE atua nos receptores pré-sinapticos a--
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noradrenérgicos e inibe a liberacdo continuada de até cerca de 90 % de
NE (mecanismo autoinibitdorio de feedback) (RANG et al., 2004).

A clonidina, um agonista de receptores a,-noradrenérgicos, em
doses maiores, inibe a liberacao de NE através do mecanismo de feedback
inibitério no CDME (LI et al., 2000). Além disso, de acordo com GREEN et
al. (1998), sob condigdes normais, o sistema noradrenérgico de feedback
inibitério esta “dormente”, enquanto que em condicdes fisiopatoldgicas
pode estar ativado. Em um modelo de neurite periférica, a injecdo de NE
agravou a hiperalgesia mecéanica, que foi atenuada ndao somente por um
antagonista de receptores a,-noradrenérgicos, mas também, por um
antagonista de receptores aj-noradrenérgicos (BAIK et al., 2003;
PERTOVAARA, 2006). Em adicdo, numerosos estudos indicam que o LC é
recrutado por estimulos nocivos lesivos, inflamacdo ou lesdao de nervo por
promover o mecanismo de retroalimentacao inibitério da dor (WESTLUND
e COUTLER, 1980; KWIAT e BASBAUM, 1992). Entretanto, embora haja
estudos que mostram a participacdo dos receptores a-noradrenérgicos na
resposta a dor induzida pela NE, ha varias evidéncias comportamentais e
neurofisiolégicas apontando para a participacdo dos receptores ai-
noradrenérgicos na facilitacdo da dor (PERTOVAARA, 2006). Essas
evidéncias nos sugerem a participacao do LC (direta ou indiretamente via
outras estruturas) na facilitacdo da dor em processos fisiopatoldgicos
distintos, como na dor neuropatica (BRIGHTWELL e TAYLOR, 2009) ou na
dor crbnica pds-isquémica (XANTHOS et al., 2008). Em humanos, foi
encontrado que a NE, injetada na pele, induz hiperalgesia ao calor
(SCHATTSCHNEIDER et al., 2008).

Esses efeitos contraditérios também podem ocorrer em outros
mecanismos. A glicina, um neurotransmissor inibitério, quando injetada
na SCP dorsal tanto aumentou (concentragdes maiores) quanto diminuiu
(concentracdes menores) os limiares de dor em ratos submetidos ao teste
da formalina (MARTINS, 2009). A transmissao nociceptiva via projecoes

ascendentes do CDME pode ser inibida através de uma acao direita
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(eferentes serotoninérgicos ou catecolaminérgicos) ou através de uma
acao indireta pela inibicdo de interneurbnios excitatorios (NMDA) ou
excitacao de interneurdnios inibitérios (GABA, glicina e encefalina) (TODD
et al., 1996 apud MARTINS, 2009; BASBAUM e FIELDS, 1984). Somando-
se a este fato, a morfina, também produz efeitos antinocicepivos e pro-
nociceptivos dependendo da dose (SAKURADA et al., 2005).

Em sitios supraespinais, a acao da NE nos receptores
noradrenérgicos pode tanto facilitar quanto inibir a dor, dependendo dos
sitios supraespinais de liberacdo, do tipo de receptor ativado, da
intensidade e duracdo do estimulo doloroso (PERTOVAARA, 2006).
Fundamentado nas evidéncias apresentadas até o momento, é provavel
que o0s receptores a,-noradrenérgicos em neurdnios noradrenérgicos
(autorreceptores) promovam a pro-nocicepcdo, enquanto que esses
mesmos receptores em neuronios nao-noradrenérgicos

(heterorreceptores) promovam a antinocicepcao (PERTOVAARA, 2006).

Entretanto, € prudente considerar a possibilidade do envolvimento
de outros mecanismos na elaboracdao da analgesia pds-ictal. Além de
mecanismos opioides, sistemas colinérgicos, serotoninérgicos e
noradrenérgicos tém sido implicados na elaboracdo da analgesia pds-ictal
(COIMBRA et al., 2001a, b; DE OLIVEIRA et al., 2006; FREITAS et al.,
2005).

Além da NE participar dos mecanismos antinociceptivos ou pro-
nociceptivos (dependendo do caso), esse neurotransmissor também
participa da modulacao de crises convulsivas, através do LC. A bicuculina
(antagonista de receptores GABA-A) quando microinjetada no cértex
piriforme causa crises esporadicas que podem ser convertidas em status
epilepticus pela lesao do LC (GIORGI et al., 2004).

A ioimbina, estudada no presente trabalho, aumentou a duragao do
processo convulsivo na sua menor dose, entretanto, ndo alterou o indice

de gravidade das crises convulsivas. Em adicdo, o pré-tratamento com
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propranolol neste estudo, também foi capaz de aumentar a duracao do
processo convulsivo, nas menores doses; porém, COmo ocorreu com a
ioimbina, esse bloqueio sobre os receptores B-noradrenérgicos nao alterou
o indice de gravidade das crises. Evidéncias na literatura mostram que
tanto a ioimbina quanto o propranolol participam da atividade convulsiva
(GIORGI et al., 2004). GELLMAN et al (1987) evidenciaram que o kindling
é acelerado pela administracdo sistémica de antagonistas a»-
noradrenérgicos (indazoxan, ioimbina e rauwolscina). Some-se a isso o
fato de que, conforme relatado por LAZAROVA e SAMANIN (1983), a
ioimbina tem efeito pré-convulsivante quando administrada em ratos
submetidos ao tratamento com PTZ. Apesar disso, a ioimbina parece ter
um efeito anticonvulsivante e pré-convulsivante (LLOYD e WORMS, 1982)
em camundongos. Dessa mesma forma ocorre com o propranolol, que
parece possuir atividade anticonvulsivante em ratos (LOUIS et al., 1982) e
pro-convulsivante em camundongos (GROSS e FERRENDELLI, 1982).
Entretanto, ha relatos de casos na literatura evidenciando intoxicagdao por
propranolol (WEINSTEIN et al., 1985; LOVE e HANDLER, 1995) onde os
pacientes demonstram colapso cardiovascular profundo e crises
convulsivas generalizadas tonico-cl6nicas. Além disso, também é possivel
induzir crises convulsivas em camundongos pelo uso de propranolol
sistémico evidenciando o envolvimento dos receptores B-noradrenérgicos
desse fendbmeno (AMABEOKU e SYCE, 1997).

Além disso, a NE, administrada em doses crescentes no LC,
aumentou a duracdo dos processos convulsivos, como também
evidenciado com os antagonistas noradrenérgicos presentemente

estudados, a ioimbina e o propranolol.

A NE também tem um papel dual sobre as crises convulsivas, que
pode modular ou participar da elaboracao de tais fenomenos (GIORGI et
al., 2004). Lesdes bilaterais do LC facilitam crises audiogénicas (JERLICZ
et al., 1978). Também ¢é possivel que, assim como no fenémeno

nociceptivo, a NE atue sobre receptores a;-noradrenérgicos quando seu



68

efeito for a elaboracdo das crises convulsivas. Camundongos transgénicos
que possuem uma super-expressdo de receptor aip-noradrenérgico
exibem crises convulsivas espontaneas e essas crises podem ser
parcialmente revertidas, neste modelo, pela administragao de tetrazocina,
um antagonista de receptores aj, indicando, assim, que esse subtipo de
receptor sustenta a atividade convulsiva (ZUSCICK et al., 2000; KUNIEDA
et al., 2002). Os receptores a; tém sido implicados nos efeitos pro-
convulsivantes de altas doses de clonidina em crises induzidas pelo PTZ
em ratos, que podem ser bloqueados pelo antagonista seletivo de
receptores a; (PAPANICOLAOU et al., 1982a).

Além disso, os receptores a,-noradrenérgicos sdo 0s receptores
anticonvulsivantes mais comuns em termos de eficacia através das
espécies, cepas e modelo de crise convulsiva, embora efeitos pro-
convulsivos também tém sido descritos (OISHI et al., 1979; LOSCHER e
CZUCZWAR, 1987; WU et al., 1987).

Como descrito anteriormente, a ativacdo de autorreceptores a, pré-
sinapticos diminui a ativacdao noradrenérgica e a liberacdo de NE
(L'HEUREUX et al., 1986; JORM e STAMFORD, 1993), enquanto que a
ativacdo de receptores a, pds-sinapticos inibe a ativacao das células pos-
sinapticas (células-alvo) (GOBERT et al., 1998). Infelizmente, os agonistas
e antagonistas ndao podem distinguir entre os subtipos de receptores a, ou
mesmo dentre aqueles localizados em situacao pré versus pos-sinaptica.
Portanto, em muitos casos, é dificil dizer se os efeitos do agonista ou do
antagonista sdo devido as mudancas na liberacao de NE ou a efeitos
diretos sobre a excitabilidade das células-alvos (WEINSHENKER e SZOT,
2002).

O estudo dos mecanismos noradrenérgicos pode oferecer dados
elucidativos sobre a neuroquimica da analgesia pos-ictal. Na realidade, a
NE parece estar envolvida criticamente em processos antinociceptivos
(PERTOVAARA, 2006) e pro-nociceptivos (ZHANG et al., 2010) induzidos
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pelo recrutamento de estruturas de onde também é possivel induzir
ataques convulsivos (CARDOSO et al., 1994; GARCIA-CAIRASCO et al.,
19964, b; TSUTSUI et al., 1992).

As bases neurais da analgesia (BASBAUM e FIELDS, 1984; 1989) e
0s substratos neurais envolvidos na génese e propagacdao da atividade
epileptogénica no sistema nervoso central (RIBAK et al., 1997; TSUTSUI
et al., 1992) sao o foco de muitas investigagdes na area de neurociéncias
e neurologia experimental (MARGERISON e CORSELLIS, 1966; SAGAR e
OXBURY, 1987). Estudos pioneiros demonstraram a correlacao entre
epilepsia do lobo temporal em adultos e a ocorréncia de crise convulsiva
isolada e status epilepticus (MARGERISON e CORSELLIS, 1966; SAGAR e
OXBURY, 1987). Limiares nociceptivos parecem ser espontaneamente
altos em pacientes com epilepsia do lobo temporal (GUIEU et al., 1992).
Por outro lado, ha ainda relatos de dor de cabeca pds-ictal em pacientes
epilépticos (ITO et al., 2000; KARAALI-SAVRUN et al., 2002).

A completa elucidacao da neuroquimica do processo antinociceptivo
evocado pelas crises convulsivas pode representar importante passo para
o entendimento das bases neurais do controle e facilitacao da dor e dos
mecanismos da epilepsia. E provavel que o substrato neural discutido no
presente trabalho esteja envolvido em processos de inibicao e facilitagao
da dor, assim como na elaboracao de processos convulsivos. Através dos
presentes resultados, pode ser sugerido que o0s receptores
noradrenérgicos a, e [B-noradrenérgicos desempenham um papel

relevante na citoarquitetura neural que organiza a analgesia pds-ictal.

Portanto, o estudo dos mecanismos subjacentes a elaboracdo da
analgesia pos-ictal pode oferecer nova compreensao dos mecanismos
enddgenos de inibicdo e facilitagdo de dor e pode estabelecer as bases
neurais e psicofarmacoldgicas envolvidas nessa rede neural endégena
tanto inibitéria quanto facilitatéoria da dor, esclarecendo quais mediadores
neurais sao recrutados nestes fendmenos antinociceptivos. Assim, esta

investigacdo podera ser capaz de gerar dados elucidativos para o



70

desenvolvimento de drogas efetivas para o tratamento da dor crbnica e
melhor controle dos mecanismos que geram a epilepsia, além de oferecer
novos subsidios para a compreensao e tratamento de alguns relatos de
pro-nocicepcdo ictal ou mesmo oscilagdes do limiar nociceptivo no periodo

pos-ictal.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos em nosso presente trabalho sugerem que:

. As crises convulsivas evocadas pelo PTZ (64 mg/kg) sao capazes

de gerar uma clara e persistente analgesia pés-ictal;

. Ha envolvimento do sistema noradrenérgico do LC na
antinocicepcao pos-ictal, pois a administracdo de ioimbina,
propranolol e norepinefrina, em doses crescentes no LC diminuiu a
magnitude dos processos antinociceptivos induzidos pelo bloqueio
sistémico de canais de cloreto ligados ao receptor GABA-A, com

PTZ,

. Ha envolvimento do sistema noradrenérgico do LC na modulagao
de crises convulsivas tbnico-clonicas, pois a administracdao de
ioimbina, propranolol e norepinefrina, em diferentes doses,
aumentou a duracao das crises convulsivas induzidas pelo PTZ,
muito embora nao tenha alterado a gravidade das crises convulsivas

evocadas no presente trabalho.
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ANEXOS

DESCENDING INHIBITION DESCENDING FACILITATION
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Figura 16. Representacao esquematica das multiplas classes de receptors
noradrenérgicos e sua localizacdo neuronial divergente para a modulagdo de
processos nociceptivos processados no CDME. A esquerda, mecanismos
mediando a inibicao descendente sdo indicados. A direita aqueles que expressam
a facilitacdo descendente sdao mostrados. As agdes exercidas nas fibras dos
terminais aferentes primarios (PAFs), neurdonios de projecdo (PNs) e
interneurdnios inibitérios (ININs). Para maior clareza, interneurénios excitatérios
sao omitidos, modulacdo que seria essencialmente idéntica aos PNs.
Similarmente, acdes de ININs nas PAFs sdo omitidas. Encefalina (ENK) e GABA
sao indicados como transmissores nos ININs em virtude das suas principais
funcdes antinociceptivas e evidéncias anatébmicas de que os neurbnios
encefalinérgicos sao alvo das projecdes noradrenérgicas ao CDME. Note que os
receptores a,-noradrenérgicos (2-ARs) suprimem a atividade neuronial, enquanto
gue a excitabilidade é aumentada pelos receptores aj;-noradrenérgicos (1-ARs).
DRG= ganglio da raiz dorsal; NA=noradrenalina. Modificado de MILLAN (2002).
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Tabela 3. Resumo dos resultados mostrando o efeito dos farmacos
microinjetados no LC sobre a analgesia pés-ictal e as crises convulsivas, quando
comparados ao controle (salina). As crises convulsivas foram induzidas pela
administrac@ao de PTZ (64mg/kg; IP). IOB=ioimbina; PPN=propranolol e
NE=norepinefrina, os numeros que as seguem sao relativos as concentragoes,
onde, 1 = 1ug/0,2uL; 3 = 3pg/0,2uL e 5 = 5ug/0,2uL.

Tratamento | Antinocicepgao
Crises Convulsivas
(LC) Janela -
Temporal Laténcia |Duracdo (s) | Frequéncia Indice
(0 a 180min) (s) gravidade
I0B-1 40 a 60min - T = =
I0B-3 0 a 120 min = = = =
IOB-5 40 a 60 min = = = =
PPN-1 0 a 60min - T T -
PPN-3 20 a 60min - T - -
PPN-5 0 a 60min - - - -
NE-1 0 a 60min = = = =
NE-3 20 a 60min - T = =
NE-5 20 a 60min - T = =




96

Tabela 4. (A) Histérico dos estudos farmacoldgicos através de administracbes de
antagonistas por via intraperitoneal (IP); (B) Histérico dos estudos neurofisioldgicos
através de microinjecbes de acido iboténico ou de cloreto de cobalto em diversos
substratos neurais; (C) Histdorico dos estudos neurofarmacolégicos através de
microinjecbes de antagonistas em diversos substratos neurais. (D) Estudo
neurofarmacoldgico através da microinjecao de agonista no LC. Modificado de FREITAS
(2010).

Referéncia Via de Antagonista Receptor
administracao
Naloxona Opioide (ndo-seletivo)
Coimbra et al., 1P Atropina Muscarinico
2001a Metisergida 5-HT (ndo seletivo)
Cetanserina 5-HT2a/2¢c
Coimbra et al., P Naltrexona Opioide (ndo seletivo)
2001b Naloxonazina U;-opioide
De Freitas et al., 1P Atropina Muscarinico
2004 Mecamilamina Nicotinico
Felippotti, 2005 IP (10min) Naloxonazina Mi-opioide
IP (24h) Naloxonazina Ji-opioide
Metisergida 5-HT (ndo seletivo)
Freitas et al., 2005 1P Cetanserina 5-HT2a/2¢c
Ioimbina dy-noradrenérgico
Propranolol B-noradrenérgico
Freitas et al., 2009 P Metiotepina 5-HTia (pré-sinaptico)
5-HT1a/18, 5-HTg, 5-HT>
Referéncia Substrato Neural Antag_;onista Mecanismo
Freitas et al., 2005 LC Acido iboténico Lesdo neurotdxica
De Oliveira et al., NRg/NRPg e NMgR Acido iboténico Lesdo neurotdxica
2006
Zanandréa et al., NPtA Acido iboténico Lesdo neurotdxica
2007
Freitas et al., 2008 NDR Acido iboténico Lesdo neurotdxica
De Oliveira, 2009 NTPP Acido iboténico Lesdo neurotdxica
Freitas et al., 2010 Hd, SCPdm/vl e LC Cloreto de Cobalto Blogueio de Sinapse
Referéncia Substrato Neural Antag_;onista Receptor
Felippotti, 2005 CI Naloxonazina Ji-opioide
De Oliveira et al., CPGc/NRGc e NMgR Metisergida 5-HT (ndo seletivo)
2006 Ritanserina 5-HT>p/2c
Bassi et al., 2006 NTPP Atropina Muscarinico
Mecamilamina nicotinico
Zanandréa, 2007 NPtA Naloxonazina Mi-opioide
Ritanserina 5-HT>a/2¢c
Freitas et al., 2008 NDR Metisergida 5-HT (n&o seletivo)
Cetanserina 5-HTon/2c
Freitas et al., 2009 NDR Metiotepina 5-HT1a (pré-sinaptico)
5-HT1a/18, 5-HTs, 5-HT7
De Oliveira, 2009 NDR, NMgR e LC Atropina Muscarinico
Mecamilamina nicotinico
Freitas, 2010 Hd Atropina Muscarinico
Mecamilamina nicotinico
Freitas, 2010 SCPdm/vl e LC Naltrexona Opioide (nao seletivo)
Naloxonazina Hi-opioide
Metisergida 5-HT (ndo seletivo)
Cetanserina 5-HTn/2c
Felippotti, 2010 LC Ioimbina dx-noradrenérgico
(TESE) Propranolol B-noradrenérgico
Referéncia Substrato Neural Ag_jonista Receptor
Felippotti, 2010 LC Norepinefrina Agonista (nao seletivo)
(TESE)

Post-scriptum: Todos os tratamentos diminuiram a analgesia pés-ictal
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