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RESUMO
Estudos apontam que quadros de ansiedade e depressdo podem ser acompanhados por
sintomas de dor intensa sem localizag&o precisa ou lesdes aparentes, e diversas evidéncias
demonstram que alguns farmacos antidepressivos utilizados no tratamento destes transtornos
emocionais também sdo eficazes no alivio da dor. Sendo a interacdo entre estas respostas
emocionais e sensoriais de alta relevancia para a sobrevivéncia das espécies, diversos
trabalhos tém demonstrado que a exposicdo a situagbes ameacgadoras, resulta em reacGes
comportamentais e fisioldgicas de defesa que sdo acompanhadas por inibicdo da dor. A
amidala, um complexo subcortical de nucleos, tem se mostrado envolvida no mecanismo da
antinocicepgdo induzida pelo medo, além de ser um complexo de interface entre os estimulos
sensoriais e emocionais, e evidéncias tem demonstrado que a estimulagdo desta estrutura
pode induzir reacdes de medo ou ansiedade, acompanhada por analgesia, sugerindo assim
sua participacdo no sistema de defesa e na modulacdo da nocicepcdo. Neste sentido, o
labirinto em cruz elevado (LCE), um aparato utilizado para avaliar ansiedade em roedores,
sensivel ao efeito ansiolitico e ansiogénico de drogas, é também utilizado ao estudo da
neurobiologia da antinocicepcdo induzida pelo potencial aversivo da experiéncia nos bracos
abertos. Assim, considerando evidéncias do papel antiaversivo da serotonina na amidala,
observado com o tratamento cronico com inibidores da recaptacéo de serotonina, este estudo
teve por objetivo avaliar o papel dos subtipos de receptores serotonérgicos 5-HT1A e 5-
HT2C da amidala sobre a nocicepcdo e antinocicepcao de camundongos expostos ao LCE.
Para isso, utilizamos administracdo intra-amidala de agonistas dos receptores 5HT1a (8-OH-
DPAT) e 5HT2c (MK-212), apés o tratamento sistémico cronico, de fluoxetina em
camundongos. Os animais foram confinados no braco fechado ou aberto do LCE e foi
avaliado o nimero de contor¢6es abdominais apos a injecdo intraperitonial (i.p.) de solucéo
de acido acético. O tratamento intra-amidala com 8-OH-DPAT produziu um aumento no
numero de contorgdes tanto nos camundongos que foram confinados no braco aberto quanto
nos que foram confinados no brago fechado. Entretanto, o tratamento fluoxetina+8-OH-
DPAT bloqgueou esse efeito da injecdo intra-amidala somente para 0s camundongos
confinados no brago aberto. O tratamento intra-amidala com MK-212 produziu uma
diminuicdo no nimero de contor¢es somente nos camundongos que foram confinados no

braco aberto, e o tratamento fluoxetina+tMK-212 prejudicou esse efeito. Diante destes



resultados, é possivel sugerir que o tratamento crénico com a fluoxetina reverte os efeitos
produzidos pela ativagdo dos receptores 5-HT1A e 5-HT2C da amidala de camundongos

confinados ao LCE.
Palavras-chave: Antinocicepcdo, Labirinto em cruz elevado, Serotonina, Fluoxetina,

Amigdala, Camundongos.
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ABSTRACT
Several studies indicate that anxiety and depression may be accompanied by symptoms of
severe pain with no precise location or apparent lesions. Several evidences demonstrate that
some antidepressive drugs used in the treatment of these emotional disorders are also
effective in the relief of pain. The interaction between emotional and sensorial responses is
of high relevance for the survival of the species. Several studies have shown that exposure to
threatening situations results in behavioral and physiological defense reactions that be
accompanied by inhibition of pain. The amygdala, a subcortical nucleus complex, has been
shown to be involved in the mechanism of fear-induced antinociception. And it being a
complex of interface between the sensorial and emotional stimuli. Evidences have shown
that stimulation of this structure can induce fear or anxiety reactions, accompanied by
analgesia, thus suggesting its participation in the defense system and nociception
modulation.The elevated plus maze (EPM) is an apparatus used to assess rodent anxiety and
itis sensitive to anxiolytic and anxiogenic effect of drugs. In this sense, EPM is used to study
the neurobiology of antinociception induced by the aversive potential of the open arms
experiment. Thus, considering evidences of the antiaversive role of serotonin in the
amygdala, observed with chronic treatment with serotonin reuptake inhibitors, this study
aimed to evaluate the role of amygdala 5-HT1A and 5-HT2C serotonin receptor subtypes on
nociception and antinociception effects of mice exposed to the EPM in this context. For this,
5-HT1A (8-OH-DPAT) and 5-HT2C (MK-212) receptor agonists were microinjected intra-
amygdala associated with chronic systemic treatment of fluoxetine in mice. The animals were
confined in the enclosed or open arm of the EPM and the number of abdominal writings after
the intraperitoneal (i.p.) injection of acetic acid solution was counted. Intra-amygdala
treatment with 8-OH-DPAT produced an increase in the number of writhes in both mice that
were confined in the open arm and those that were confined in the enclosed arm. However,
treatment fluoxetine + 8-OH-DPAT blocked the effect of intra-amygdala injection only for
the mice confined in the open arm. Intra-amygdala treatment with MK-212 produced a
decrease in the number of writhes only in mice that were confined to the open arm, and the
fluoxetine + MK-212 treatment impaired this effect. These results suggest that chronic
treatment with fluoxetine reversed the effects produced by the activation of the 5-HT1A and

5-HT2C receptors in the amygdala of mice confined to the EPM.
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1. INTRODUCAO

A dor corresponde a uma variedade de sensac0es fisicas e aspectos emocionais que
podem estar associados a um tipo de injdria sofrida em decorréncia de um ferimento, ou até
sensac¢des anormais de sindromes neuropaticas (Cervero, 2000). De acordo com a Associagdo
Internacional para Estudos da Dor (do inglés: International Association for the Study of Pain
—TIASP) “A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano
potencial tecidual de fato, ou ainda, descrita em termos que sugerem tal dano”. A sensagéo
de dor varia de individuo para individuo. Os componentes responsaveis pela informacéo
dolorosa podem ser classificados como, componente sensorial (perceptivo-discriminativo),
que permite identificar o estimulo como doloroso e o discrimina em relagdo ao tempo, espago
e intensidade e o componente emocional (aversivo-cognitivo-motivacional) , que atribui
emocdes a experiéncia dolorosa, e é responsavel pela resposta comportamental frente a dor
(Fernandez e Turk, 1992).

Os nociceptores sdo os neurdnios que formam as fibras responsaveis pela transmissao
dos estimulos nociceptivos periféricos ao corno dorsal da medula, também conhecidos por
neurbnios de 12 ordem. As fibras responsaveis pela transmissdo nociceptiva periférica sao
formadas por fibras A delta mielinizadas, responsaveis pela transmissdo rapida da dor, e
fibras C amielinizadas, responsaveis pela transmissao lenta dos estimulos nociceptivos. Os
nociceptores sdo sensiveis a estimulos nocivos mecanicos, térmicos ou quimicos, e sdo
ativados por receptores especificos a estes estimulos. O estimulo quimico pode ser exdgeno
ou endogeno, como mediadores inflamatorios (bradicinina, prostaglandinas e substéancia P)
e neurotransmissores (amino&cidos excitatorios, serotonina, noradrenalina, histamina), entre

outros (Basbaum et al., 2009; Nickel et al., 2012).
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As fibras constituidas pelos neurénios de 18. ordem conduzem o impulso até a medula
espinhal onde terminam fazendo sinapse com neurdnios de 22. ordem no corno posterior da
substancia cinzenta da medula espinhal. Parte destes neurdnios constituem a via ascendente
espinotalamica lateral: responsével pela transmissdo dos estimulos de dor e de temperatura
ao talamo. Os neurdnios de terceira ordem projetam do talamo ao cortex sensorial primério,
resultando na sensagdo dolorosa consciente do individuo. A via ascendente espinoreticular é
constituida pelos neurénios de 22.ordem que projetam difusamente para o tdlamo, cortex e
estruturas do sistema limbico, como a amidala. Esta via tem papel importante nas reacdes
afetivas-aversivas a dor e nos sistemas de controle descendente da dor (Millan, 1999).

Um aspecto intrigante no estudo da dor € o seu controle através do sistema nervoso
central, ou controle inibitorio descendente, um importante mecanismo em que a interagcdo
entre processos induzidos por estimulos nociceptivos e por estimulos de medo pode levar a
sua inibicdo ou a analgesia (Canto-De-Souza et al., 1998; Nunes-De-Souza et al., 2000;
Baptista et al., 2009; Mendes-Gomes e Nunes-De-Souza, 2009; Baptista et al., 2012). O
sistema descendente de modulagdo da dor envolve projecGes corticais e de estruturas do
sistema limbico, como a amidala, para a substancia cinzenta periaquedutal (SCP). Esta
estrutura emite projecdes para os nucleos da rafe e, dai para o corno dorsal da medula, que
recebe também projec¢des do locus ceruleus (Fields, 2004).

A amidala, um complexo subcortical de ndcleos, tem se mostrado envolvida no
mecanismo da antinocicepcdo induzida pelo medo, além de ser um complexo de interface
entre os estimulos sensoriais e emocionais (Ledoux, 1989), e evidéncias tem demonstrado
que a estimulacao desta estrutura pode induzir reacGes de medo ou ansiedade (Davis, 1992),
acompanhada por analgesia (Helmstetter e Bellgowan, 1993), sugerindo assim sua

participacao no sistema de defesa e na modulacdo da nocicepcao. Nesse sentido, Myers et al.
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(Myers et al., 2007) demonstraram que a ativagdo do nucleo central da amidala aumenta a
resposta visceromotora ao teste de distencdo colorretal, enquanto a desativagdo deste mesmo
nacleo diminui as respostas afetivo-emocionais relacionadas a dor (Neugebauer et al., 2009),
sugerindo que a amidala processa os estimulos nociceptivos aferentes e participa tanto da
modulagdo do componente sensorial como do componente emocional da dor.

Alguns tipos de eventos emocionais aversivos, como por exemplo, choque nas patas
(Fanselow, 1984), inibem a dor e foram intensamente investigados por Bolles e Fanselow
(Bolles e Fanselow, 1980), que sugeriram ser esta inibicdo relacionada a ativacdo de
mecanismos analgésicos enddgenos. Com a descoberta dos opidides enddgenos, muitos
modelos animais vém sendo desenvolvidos e empregados no estudo da resposta nociceptiva,
com o objetivo principal de selecionar drogas analgésicas que se mostrem mais potentes para
o tratamento da dor em humanos (Frazer e Harris, 1967; Shih et al, 2008).

A exposicdo a situacOes ameacadoras de natureza inata ou aprendida resulta na
exibicdo de um repertério de comportamentos defensivos espécie-especificos, alteracoes
autondmicas e em inibicdo da dor, sendo esse conjunto de reacdes de alta relevancia para a
sobrevivéncia de uma espécie [para revisao, ver (Deakin e Graeff, 1991)]. Embora tenha sido
demonstrada a existéncia de uma relacdo reciproca entre dor e distarbios afetivos em modelos
animais (Boccalon et al., 2006; Narita et al., 2006; Hasnie et al., 2007), a neurobiologia da
influéncia da ansiedade sobre a nocicepcdo ainda ndo esta clara na literatura.

Neste sentido, um dos testes amplamente utilizados para avaliacdo da ansiedade em
roedores € o labirinto em cruz elevado (LCE) [revisdo, ver (Carobrez e Bertoglio, 2005)].
Este modelo foi validado para ratos por Pellow e colaboradores (Pellow et al., 1985) e, para
camundongos, por Lister (Lister, 1987). O LCE se baseia na aversdo natural que roedores

tém aos espacos abertos e envolve o estudo dos padrdes exploratorios em um labirinto de
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quatro bragos, dois dos quais tém paredes e dois ndo, unidos ortogonalmente (Lister, 1987,
Cruz et al.,, 1994; Rodgers e Johnson, 1995). Ao lado das respostas fisioldgicas e
comportamentais defensivas, outros estudos demonstraram que a exposi¢do de camundongos
e ratos ao LCE também induz antinocicepcédo (Lee e Rodgers, 1990; Conceicao et al., 1992;
Nunes-De-Souza et al., 2000; Mendes-Gomes e Nunes-De-Souza, 2005; Baptista et al.,
2009; Cornelio e Nunes-De-Souza, 2009; Mendes-Gomes e Nunes-De-Souza, 2009; Baptista
etal., 2012).

A resposta nociceptiva pode ser induzida por varios testes (Butler e Finn, 2009), sendo
a aplicacdo de substéncias irritantes no peritdnio de roedores, por exemplo, de amplo uso e
sensivel ao tratamento com agonistas de receptores opidides (Tyers, 1980; Abbott et al.,
1986). Este modelo, conhecido como teste de contor¢fes abdominais, foi inicialmente
empregado por (Vanderwende e Margolin, 1956) e permite medir a dor através do registro
do namero de contor¢des abdominais induzidas por estimulos quimicos. Por se tratar de um
estimulo nociceptivo inescapavel, o teste de contor¢des abdominais permite avaliar a
nocicepcdo em concomitancia a exposicdo do animal a um ambiente potencialmente
aversivo. Desta forma, pode-se investigar a influéncia do ambiente na resposta nociceptiva.
O emprego do teste de contor¢des abdominais mostra-se Util, por exemplo, para a avaliacdo
da influéncia da exposicdo ao LCE sobre a nocicepcdo (Nunes-De-Souza et al., 2000;
Baptista et al., 2009; Baptista et al., 2012).

Na tentativa de investigar os mecanismos centrais envolvidos nesta resposta
antinociceptiva, Nunes-de-Souza e colaboradores (2000) demonstraram que injecdes no
complexo amidaldide de midazolam, agonista do receptor do &cido gama-aminobutirico -
GABA A benzodiazepinico, bloquearam a antinocicep¢do em camundongos confinados nos

bracos abertos do LCE. De modo surpreendente, injecdes de midazolam nessa mesma

16



estrutura ndo produziram qualquer efeito sobre este tipo de antinocicep¢do em camundongos
previamente expostos a0 mesmo ambiente aversivo (Baptista et al., 2009), sugerindo, assim,
que o GABA participa tanto da modulacdo da antinocicepcao induzida pelo medo, como da
auséncia de efeito do farmaco quando o animal ja conhece o ambiente do teste, fenbmeno
conhecido como one trial tolerance (OTT).

Outra classe de ansioliticos, que é objeto de estudo de diversos trabalhos voltados a
investigar tanto a modulagdo da ansiedade quanto da nocicepg¢do, sdo 0S compostos que
interferem na transmissdo serotonérgica. A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um
neurotransmissor com diversas fungdes encefélicas (Feldberg e Myers, 1964). De acordo
com Deakin e Graeff (1991), a serotonina apresenta um papel dual na modulacdo da
ansiedade porque dependendo dos estimulos aversivos (condicionado ou incondicionado),
das estruturas mobilizadas no sistema nervoso central e do tipo de receptor ativado [5-H: a
5-HT+, para revisdo ver (Barnes e Sharp, 1999)], pode apresentar um papel ansiolitico ou
ansiogeénico.

Uma classe de farmacos utilizados no tratamento de transtornos emocionais e que
atua nas vias serotonérgicas sdo os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS).
Um aspecto interessante destes farmacos é a sua utilizacdo no tratamento da dor. Neste
sentido, foi demonstrado efeito antinociceptivo promovido pela administracdo de fluoxetina
em ratos avaliados no teste de retirada da cauda “tail-flick test” (Pedersen et al., 2005).

Embora haja um papel importante para a serotonina no controle dos estados
emocionais e de dor, varios resultados conflitantes ou inconsistentes sdo encontrados na
literatura. Provavelmente isso se deva a complexidade das vias serotonérgicas, diferentes

estruturas do SNC e/ou diferencas nos aspectos metodoldgicos empregados em diferentes
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estudos, como a natureza do estimulo nociceptivo aplicado e a via de administracao ou dose
da droga utilizada (Bardin et al., 2000).

Com relacdo a amidala, evidéncias demonstram que esta estrutura recebe projecoes
serotonérgicas do nucleo dorsal da rafe (Ma et al., 1991). No entanto, os efeitos especificos
da ativacdo de seus receptores serotonérgicos sobre a modulagcdo da nocicepcdo ainda néo
sdo completamente compreendidos. Estudos com a administracao de agonistas e antagonistas
de receptores 5-HT1a € 5-HT2 em diferentes estruturas do SNC realizados por nosso grupo
de pesquisa tem demonstrado um papel complexo desta neurotransmissao na modulacéo da
ansiedade em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (Nunes-De-Souza et al.,
2000; Canto-De-Souza et al., 2002; Nunes-De-Souza et al., 2002; Cornelio e Nunes-De-
Souza, 2007; Nunes-De-Souza et al., 2008; Nunes-De-Souza et al., 2011).

Os receptores do subtipo 5-HT1A séo ligados a proteina Gi (inibitdria) e, quando
ativados, produzem a abertura dos canais de potéssio (K+) e hiperpolarizacéo celular (Barnes
e Sharp, 1999; Raymond et al., 2001). Este subtipo de receptor esta localizado em duas
populacbes principais de neur6nios: células serotonérgicas do nucleo da Rafe, como
receptores pré-sinapticos e em células pds-sinapticas no hipocampo, septo, amidala e regides
cortico limbicas (Pazos e Palacios, 1985; Pompeiano et al., 1992; Martinez et al., 2001;
Sanabria-Bohorquez et al., 2002; Santana et al., 2004). Os receptores 5-HT1A tém papel
importante na auto-regulacao do sistema serotonérgico.

O papel dos receptores serotonérgicos do subtipo 5-HTia da amidala sobre a
antinocicepgdo induzida pela exposi¢cdo ao LCE foi avaliado por Nunes-de-Souza et al.
(Nunes-De-Souza et al., 2000), os quais observaram que a microinjecdo de 8-OH-DPAT
(agonista 5-HT1a) nesta estrutura provocou efeitos ansiogénicos, porém ndo atenuou a

resposta antinociceptiva em camundongos confinados aos bracos abertos do LCE, sugerindo
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uma possivel dissocia¢do dos mecanismos que modulam a ansiedade daqueles envolvidos no
controle da nocicepcdo no complexo amidaldide.

Em relac@o aos receptores do subtipo 5-HT2c (metabotrdpicos, ligados a proteina Gq,
estimulatoria), Grégoire e Neugebauer (Gregoire e Neugebauer, 2013) demonstraram que
este subtipo de receptor limita a eficacia dos ISRS em atenuar os comportamentos afetivo-
emocionais relacionados a dor, em ratos submetidos a um modelo de dor artritica. Além
disso, é importante ressaltar que, dentre os ISRS, a fluoxetina é capaz de interagir diretamente
com os receptores 5-HT>c como um antagonista competitivo (Ni e Miledi, 1997; Palvimaki
etal., 1999).

Os ISRS sdo amplamente empregados no tratamento de transtornos como a ansiedade
e a depressao (ex., Hyttel, 1994; Nash e Hack 2000; Argyropoulos et al, 2000). O efeito dessa
classe de farmacos sobre a ansiedade tem sido marcado por resultados diversificados em
diferentes modelos animais (revisao, Pinheiro et al, 2007). Neste sentido, o tratamento agudo
com fluoxetina produziu efeito ansiogénico, enquanto que o tratamento crénico com
fluoxetina produziu auséncia de efeito sobre as medidas comportamentais avaliadas em ratos
submetidos ao LCE (Silva e Brand&o, 2000). Efeito ansiogénico semelhante ao teste com
ratos, foi obtido com o tratamento agudo com fluoxetina e sertralina, entretanto somente o
tratamento crénico com fluoxetina produziu efeito ansiolitico em camundongos avaliados no
mesmo aparato (Kurt et al, 2000).

Usando o labirinto em T elevado (LTE), um modelo animal utilizado para avaliar
respostas relacionadas a ansiedade e ao panico em ratos e camundongos (Teixeira et al.,
2000; Carvalho-Netto e Nunes-De-Souza, 2004), foi observado que o tratamento agudo com
fluoxetina produziu efeito ansiogénico, porém o tratamento cronico por 15 dias com este

mesmo composto apresentou efeito ansiolitico (Gomes et al., 2009), sugerindo que a
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administracdo prolongada com este ISRS deve levar a neuroadaptagdes que sustentam o
efeito ansiolitico do agonista serotonérgico.

De maneira interessante, Zanoveli e colaboradores (Zanoveli et al., 2007)
demonstraram que a resposta panicolitica observada ap6s a administracdo crénica de
fluoxetina ou sertralina foi acentuada com infusdes intra-SCP de 8-OH-DPAT, sugerindo a
ocorréncia de mudangas adaptativas nos receptores 5HT1a que resultam no aumento de sua
reatividade. Efeitos semelhantes foram encontrados com a administragdo cronica e sub-
cronica de fluoxetina, associado ao tratamento intra-SCP do agonista 5-HT2a (DOI), no
modelo de panico induzido pela estimulacdo elétrica da porcdo dorsal desta estrutura
mesencefalica, evidenciando que receptores 5-HT2a também sdo sensibilizados na presenca
desse farmaco (De Bortoli et al., 2006).

Em relacdo a amidala, estudos mostram que a ativacdo dos receptores 5-HT1a do
ndcleo basolateral da amidala produz efeitos ansioliticos em ratos expostos ao labirinto em
T (Strauss et al., 2013; Vicente e Zangrossi, 2014). Além disso, Vicente e Zangrossi (Vicente
e Zangrossi, 2014) demonstraram que o tratamento crénico sisttmico com imipramina
(antidepressivo triciclico) e fluoxetina causa a dessensibilizacdo dos receptores 5-HT>c do
nacleo basolateral da amidala de ratos expostos ao labirinto em T. No entanto, estes
receptores e os do subtipo 5-HTia deste mesmo ndcleo amidalar, parecem ndo estar
envolvidos no efeito panicolitico dos antidepressivos avaliados.

Ha evidéncias que demonstram que o tratamento cronico com antidepressivos da
classe dos ISRS, promove a dessensibilizacdo de receptores serotonergicos (Artigas, 2013),
néo so do subtipo 5-HT2c como demonstrado por Vicente e Zangrossi (Vicente e Zangrossi,

2014), assim como do subtipo 5-HT1a. No entanto, os estudos sugerem que essa plasticidade
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parece estar mais relacionada aos receptores 5-HT1a pré-sinapticos, do que aos receptores
localizados no corpo neuronal (Artigas, 2013).

Na clinica, tanto os quadros de depressdo como de ansiedade interferem na percep¢do
da dor. Hipoteticamente, a reducdo da ansiedade produziria um aumento na sensacéo
dolorosa, entretanto observa-se o amplo uso de uma variedade de medicamentos
antidepressivos e ansioliticos, por exemplo, a fluoxetina, associados com a redugéo do quadro
algico (Tomkins et al, 2001; Salerno et al, 2002; Arnold et al., 2002; McCleane, 2008). Neste
sentido, como a reducdo da resposta a estimulos dolorosos estaria associada a reducéo da
ansiedade produzida pelos antidepressivos? Diante das evidéncias apresentadas, nossa
hipotese é que os efeitos produzidos pela ativacdo dos receptores 5SHT1a e 5HT2c da amidala
sobre o estado emocional e a resposta nociceptiva, em camundongos confinados aos bragos

do labirinto em cruz elevado podem ser modulados pelo tratamento com fluoxetina.

1.1. OBJETIVOS

Diante do exposto, este estudo avaliou a influéncia do tratamento cronico com
fluoxetina sobre os efeitos da administracdo intra-amidala de agonistas dos receptores 5-
HT1a (8-OH-DPAT) e 5HT2c (MK-212), sobre as respostas nociceptiva e antinociceptiva em

camundongos confinados aos bragos aberto e fechado do LCE.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Sujeitos

Foram utilizados camundongos da linhagem Suigo-albino, machos, pesando 15-20
gramas, com 21 dias de idade no inicio do experimento, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sdo Carlos/lUFSCar. Os animais foram agrupados em caixas
coletivas (10/caixa, 41 x 34 x 16 cm), mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23
+ 1 °C), umidade (55 + 5%), luz (ciclo claro escuro de 12/12horas, luzes acesas as 7:00hs) e

livre acesso ao alimento e agua.

2.2. Etica

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as recomendagdes da diretriz
brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para fins cientificos e didaticos, elaborado
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCar), sob protocolo CEUA no. 021/2014.

2.3. Cirurgia e Microinjecao

Apos anestesia com solucéo de cloridrato de cetamina e xilazina (100/10 mg/kg, i.p.),
os camundongos foram fixados a um aparelho estereotaxico (Insight Instruments, Brasil) para
a implantacdo intracraniana de canulas-guia (25-gauge x 7 mm; Insight Equipamentos,
Brasil) direcionadas para a amidala e fixadas com cimento acrilico odontologico. As
coordenadas estereotaxicas foram: 1,0mm posterior ao bregma; 3,0mm bilateralmente a linha
média e -2,5mm ventral & superficie craniana (Paxinos e Franklin, 2004). Um mandril de ago

inoxidavel (33-gauge; Fishtex®, Brasil) foi inserido dentro da c&nula-guia para evitar sua
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obstrucdo e prevenir contaminagdo. Apds o término do procedimento cirdrgico, oS
camundongos receberam uma injecao do antiinflamatorio cetoprofeno (5mg/kg, i.p.) (Lu et
al., 2004) e do antibiotico ceftriaxona (4mg/kg, i.m) (Stepanovic-Petrovic et al., 2014), para
evitar infecgdes e auxiliar na recuperacdo pds-operatoria.

No 21°. dia de tratamento com fluoxetina, 25 minutos apds a ultima injecdo, foi
realizado o procedimento de microinjecdo. As agulhas de injecdo (33-gauge, aco inoxidavel,
Insight Equipamentos, Brasil), cujo comprimento ultrapassa em 2,0 mm as pontas das
canulas-guia (9mm), foram inseridas dentro das mesmas para a infusdo de veiculo ou mK212
ou 8-OH-DPAT na amidala. A agulha de injecdo foi conectada, por meio de tubo de
polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton de 10 pL acomodada em uma bomba de
infusdo (Bl 2000 — Insight Equipamentos, Brasil), que foi programada para injetar 0,1 uL de
solucéo.

O procedimento de microinjecdo bilateral consistiu na remocao do mandril, insercédo
da agulha de injecdo, injecdo das solucBes por 60 segundos, permanéncia da agulha de
injecdo por 90 segundos, enquanto o animal foi contido manualmente pelo examinador com
auxilio de uma flanela. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno

antes, durante e depois das injeces confirmou o fluxo da solucéo.

2.4. Labirinto em Cruz Elevado
O labirinto em cruz elevado consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25cm) unidos
por uma plataforma central (5 x 5cm) a dois bragos fechados com paredes de madeira (30 x

5 x 15cm). O aparato fica elevado do solo a 38,5cm e possui portas removiveis nas
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extremidades centrais dos bracos, possibilitando o confinamento ao brago fechado ou ao
braco aberto (modificado de Lister, 1987).

Os camundongos foram confinados individualmente ao brago aberto (BA) ou ao
braco fechado (BF) do LCE por 5 minutos. Apds cada exposicao, o labirinto foi limpo com
algoddo umedecido em solucdo de alcool a 20% (v/v) e seco com papel toalha. Os testes
foram conduzidos sob iluminagdo moderada (77 lux, medida na plataforma central do
aparato) e durante a fase clara do ciclo de luz. Os experimentos foram filmados por uma
camera conectada a um computador alocado em uma sala adjacente a sala de testes. Os
resultados coletados foram analisados posteriormente utilizando o programa X-Plo-Rat 2005,

versdo 1.1.0 (Garcia et al., 2005).

2.5. Teste para avaliar a nocicepcao

A nocicepcdo foi avaliada pelo teste de contor¢des abdominais, descrito por Vander
Wende e Margolin (Vander Wende e Margolin, 1956) que observaram “severas contragdes
da musculatura abdominal, acompanhada pelas contorg¢des que se estendem por todo o corpo
e para os membros traseiros”. Neste estudo as contor¢des foram induzidas pela injecéo de
acido acético a 0,6% (10 ml/kg, i.p.) (Nunes-De-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009).

Apb6s a injecdo de A&cido acético, os camundongos permaneceram em caixas
individuais por 5 minutos até o inicio das contor¢cdes. Os animais que ndo contorceram
durante esse periodo foram eliminados do experimento. Apds a confirmacdo do inicio das
contorgdes, foram formados dois grupos, a saber: a) Avaliacdo da antinocicep¢do em
camundongos confinados ao BA do LCE — os camundongos foram confinados ao BA do LCE

durante 5 minutos e foi registrado o numero de contor¢fes abnominais. b) Avaliacdo da
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nocicepcdo — os camundongos foram confinados ao BF do LCE durante 5 minutos e foi

registrado o numero de contor¢fes abdominais.

2.6. Drogas

2.5.1. Tratamento Sistémico: Cronico — Fluoxetina, (5mg/kg; Sigma/RBI), diluido
em salina (0,9% NaCl), (Singh et al., 2001).

2.5.2. Tratamento Intra-Amigdala: 8-OH-DPAT (agonista 5-HT1a) — bromidrato
de (z)-8-hidroxi-2-(di-n-propil-amino) tetralina [Sigma PM: 328,3 g (na dose de 10 nmol)],
diluido em veiculo (salina 0,9% e 2% de Tween 80) (Nunes-De-Souza et al., 2000); MK-
212 (agonista 5-HT2c) (6-cloro-2-(1-piperazinil)-pirazina) [Tocris, Cookson, Ballwin,USA

(na dose de 0,63 nmol)] dissolvido em veiculo (Gomes e Nunes-De-Souza, 2009).

2.7. Delineamento experimental
2.7.1. Experimento 1: Influéncia do tratamento crénico com fluoxetina nos efeitos do
tratamento intra-amidala do agonista dos receptores 5-HT1a (8-OH-DPAT) sobre a
nocicepcao e a antinocicep¢do de camundongos avaliados no LCE.

Os sujeitos receberam tratamento subcutaneo cronico com salina ou fluoxetina, por
21 dias. Entre os 15° e 16°. dias do tratamento cronico os camundongos passaram pela
cirurgia estereotaxica para implantagdo de canulas-guia na amidala, conforme descrito no
item 2.2. No 21°. dia, apds o tempo necessario para a acao da fluoxetina i.p. (30 minutos),
cada camundongo recebeu injecOes intra-amidala de veiculo ou 8-OH-DPAT (na dose de 10
nmol) e, apos 5 minutos, uma injecdo de acido acético (estimulo nociceptivo), 0,6% (i.p.).
Apos a confirmagdo do inicio das contorgdes, os camundongos foram confinados ao BA ou

ao BF do LCE por 5 minutos e foi registrado o nimero de contor¢des abdominais.
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2.7.2. Experimento 2: Influéncia do tratamento cronico com fluoxetina nos efeitos do
tratamento intra-amidala de agonista dos receptores 5-HTz2c (MK-212) sobre a
nocicepcao e a antinocicep¢do de camundongos avaliados no LCE.

Foi realizado o0 mesmo procedimento descrito no item 2.6.1., com excecdo do
tratamento intra-amidala. Neste experimento os camundongos receberam injecfes intra-
amidala de veiculo ou do agonista dos receptores 5-HT2c (MK-212, na dose de 0,63 nmol),
e foram submetidos ao mesmo procedimento para avaliar a nocicepc¢do e a antinocicepcao

induzida pelo confinamento no BA ou no BF do LCE.

2.8. Histologia

Apo0s o término dos experimentos 1 e 2, todos os camundongos foram anestesiados
com solucéo de cetamina e xilazina (100/10 mg/kg, i.p.) e receberam uma infusdo de 0,1uL
de uma solucéo de azul de Evans a 2%, de acordo com o procedimento descrito anteriormente
para administracdo central de drogas. Apds a infusdo intra-amidala, os camundongos foram
submetidos a eutanasia com o auxilio da cdmara de CO., decapitados, seus encéfalos foram
removidos e acomodados em recipientes contendo solucdo de formalina (10%).
Posteriormente, os encéfalos foram seccionados (40um) em criostato a -20°C (Leica
CM1850) para analise histoldgica dos sitios de injecdo. As secces foram avaliadas com o
auxilio de um microscopio (Olympus BX41TF) e a visualizacdo da dispersdo do azul de
Evans indicou o local da injecdo central de drogas (Paxinos e Franklin, 2004). Os
camundongos cujas inje¢des ndo atingiram a amidala bilateralmente foram excluidos do

estudo. O numero de acertos bilaterais na amidala foi de aproximadamente 60%.
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2.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados pela analise de varidncia (ANOVA) de trés fatores
[tratamento 1 (fluoxetina ou salina) x tratamento 2 (8-OH-DPAT ou MK-212 ou veiculo) x
tipo de confinamento (BA ou BF)], seguida pelo teste de compara¢es maltiplas de Duncan.

O valor de P menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo.
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3. RESULTADOS

A andlise histoldgica confirmou a canulacdo positiva bilateral na amidala em 152
camundongos, no nucleo basolateral (95%) e no nucleo central (5%). Os camundongos foram
divididos nos seguintes grupos: camundongos tratados com fluoxetina (5,0 mg/kg, s.c.) ou
salina crénica que receberam veiculo ou 8-OH-DPAT (10 nmol) intra-amidala (Exp. 1) e
camundongos tratados com fluoxetina (5.0 mg/kg, s.c.) ou salina cronica que receberam

veiculo ou MK-212(0,63 nmol) intra-amidala (Exp. 2), conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos grupos experimentais em relacdo ao tratamento farmacoldgico e ao
tamanho da amostra

LCE (confinamento)

Experimento Tratamento BA BF
Salina + Veiculo 12 10
Salina + 8-OH-DPAT (10nmol/0,1pL) 7 9
1 Fluoxetina (5,0mg/kg) + Veiculo 11 8
Fluoxetina (5,0mg/kg) + 8-OH-DPAT (10nmol/0,1jL) 10 12
Salina + Veiculo 10 10
2 Salina + MK-212 (0,63nmol/0,1 pL) 10 10
Fluoxetina (5,0mg/kg) + Veiculo 8 8
Fluoxetina (5,0mg/kg) + MK-212 (0,63nmol/0,1 pL) 7 10

LCE=labirinto em cruz elevado; BA=braco aberto; BF=braco fechado

A Figura 1A é uma representacdo esquematica da analise histologica de acordo com
0 atlas de Franklin e Paxinos (2001). Os circulos escuros representam os locais que a infuséo
da droga atingiu a amidala. Os circulos claros representam os locais de infusdo fora da
amidala. A Figura 1B mostra uma fotomicrografia de uma seccao encefalica coronal onde é

possivel visualizar o local da microinje¢do na amidala.
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Figura 1: (A) Representacdo esquematica da analise histoldgica de acordo com o atlas de
Franklin e Paxinos (2001). Os circulos escuros representam os locais que a infusdo da droga
atingiu a amidala. E os circulos claros representam os locais de infusdo fora da amidala. O

nimero de pontos é inferior ao nuimero total de animais devido & sobreposicdo. (B)
Fotomicrografia ilustrando o sitio de microinjecdo (seta) intra-amidala.

29



Experimento 1. Efeito do tratamento crénico com fluoxetina (5,0 mg/kg, s.c) combinado
ao tratamento intra-amidala de 8-OH-DPAT (10,0 nmol), sobre a nocicep¢édo e a
antinocicepgdo de camundongos confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE.

A figura 2 ilustra o resultado do experimento 1. A ANOVA mostrou diferenca
significativa para os seguintes fatores: local de confinamento (F171=34,18, P<0,05),
tratamento sistémico com fluoxetina (F1,71=5,64, P<0,05), tratamento intra-amidala com 8-
OH-DPAT (F1,71=6,16, P<0,05). Nao ocorreu diferencga significativa para a interacéo local
de confinamento x tratamento sistémico (F17:=0,07, P>0,05), local de confinamento X
tratamento intra-amidala (F.7:=0,47, P>0,05), tratamento sistémico X intra-amidala
(F1,71=3,36, P>0,05) e local de confinamento x tratamento sistémico X intra-amidala
(F1,71=0,40, P>0,05).

ComparacOes posteriores (teste de Duncan) revelaram que os animais confinados no
braco aberto apresentaram menor nimero de contor¢fes abdominais quando comparados aos
confinados no brago fechado, independente do tratamento recebido. O tratamento salina+8-
OH-DPAT produziu aumento no nimero de contor¢fes nos animais expostos ao braco aberto
e fechado, quando comparados aos seus grupos controles, enquanto o tratamento com
fluoxetine+8-OH-DPAT reverteu esse efeito seletivamente para os camundongos confinados

no bracgo aberto somente.
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Figura 2: Efeito do tratamento crénico com fluoxetina (5,0 mg/kg, s.c.) combinado ao
tratamento intra-amidala de 8-OH-DPAT (10,0nmol) sobre a antinocicep¢do em
camundongos confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE (n=7-12). As barras
representam as médias ¢ o erro padrio da mé dia (M+EPM) do nimero de contor¢des
abdominais. #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo confinado no brago fechado.*P < 0,05
comparado ao respectivo grupo controle. 1P <0,05 comparado ao respectivo grupo salina+8-
OH-DPAT.

Experimento 2. Efeito do tratamento crénico com fluoxetina (5,0 mg/kg, s.c) combinado
ao tratamento intra-amidala de MK-212 (0,63 nmol), sobre a nocicepcdo e a
antinocicepgdo em camundongos confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE.

A figura 3 ilustra o resultado do experimento 2. A ANOVA mostrou diferenga
significativa para os seguintes fatores: local de confinamento (F1,69=57,90, P<0,05), local de
confinamento x tratamento sistémico x tratamento intra-amidala (F1,60=5,62, P<0,05). Ndo
ocorreu diferenca significativa para os fatores tratamento sistémico (F1,60=0,19, P>0,05),

tratamento intra-amidala (F1,69=2,38, P>0,05), local de confinamento x tratamento sistémico
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(F1,60=2,67, P>0,05), local de confinamento x tratamento intra-amidala (F1,69=0,39, P>0,05)
e tratamento sistémico x intra-amidala (F1,69=0,65, P>0,05).

Comparag0Oes posteriores (teste de Duncan) revelaram que os animais confinados no
braco aberto apresentaram menor nimero de contor¢fes abdominais quando comparados aos
confinados no brago fechado, independente do tratamento recebido. O tratamento
salinatMK-212 produziu diminui¢cdo no nimero de contor¢cBes nos animais expostos ao
braco aberto, quando comparados ao seu grupo controle, enquanto o tratamento com

fluoxetina+MK-212 prejudicou esse efeito seletivamente.
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Figura 3: Efeito do tratamento crénico com fluoxetina (5,0 mg/kg, s.c.) combinado ao
tratamento intra-amidala de MK-212 (0,63 nmol) sobre a antinocicep¢do em camundongos
confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE (n=7-10). As barras representam as médias
e o erro padrao da media (M+EPM) do niimero de contor¢des abdominais. #P < 0,05
comparado ao respectivo grupo confinado no brago fechado.*P < 0,05 comparado ao
respectivo grupo controle. 1P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salinatMK-212.
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4. DISCUSSAO

Os nossos resultados demonstraram que o confinamento no brago aberto do LCE
promoveu uma diminui¢do no numero de contor¢des nos camundongos, quando comparados
com os animais que foram confinados no braco fechado, independentemente dos tratamentos
utilizados. O tratamento intra-amidala com 8-OH-DPAT produziu um aumento no ndmero
de contorgdes tanto nos camundongos que foram confinados nos bragos aberto e fechado.
Entretanto, o tratamento fluoxetina+8-OH-DPAT bloqueou esse efeito da injecdo intra-
amidala somente para os camundongos confinados no braco aberto. Por outro lado, o
tratamento intra-amidala com MK-212 produziu uma diminui¢do no numero de contor¢des
nos camundongos que foram confinados no brago aberto somente, enquanto o tratamento
fluoxetina+MK-212 prejudicou esse efeito.

Vérios autores tém utilizado o LCE para avaliar os mecanismos centrais envolvidos
no controle da ansiedade e das respostas defensivas, como a antinocicepgao induzida por
situacOes aversivas (Lee e Rodgers, 1990; Conceicao et al., 1992; Nunes-De-Souza et al.,
2000; Mendes-Gomes e Nunes-De-Souza, 2005; Baptista et al., 2009; Cornelio e Nunes-De-
Souza, 2009; Mendes-Gomes e Nunes-De-Souza, 2009; Baptista et al., 2012; Tavares et al.
2018).

O confinamento no braco aberto do LCE produziu a diminuicdo do numero de
contor¢bes abdominais nos camundongos (Figuras 3 e 4), fendbmeno conhecido como
antinocicepgéo induzida pelo brago aberto. Estes resultados corroboram com trabalhos
anteriores do nosso grupo de estudos (Nunes-de-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009;
Baptista et al., 2012; Tavares et al. 2018), confirmando ser este um teste eficaz para avaliar

a antinocicepcao induzida pelo medo.
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A amidala é um complexo subcortical de ntcleos com papel importante na modulagdo
das emocdes e da dor associada aos transtornos emocionais, como depresséo e transtorno do
panico (Neugebauer et al., 2004; Heinricher et al., 2009). Este complexo recebe projecoes
serotonérgicas dos nucleos da Rafe (Ma et al., 1991) e uma classe de farmacos muito utilizada
no tratamento das desordens emocionais e da dor a ela relacionada sdo os que atuam nesta
neurotransmissao (Pedersen et al., 2005; Artigas, 2013). Assim, este estudo procurou avaliar
o0 papel de dois subtipos de receptores serotonérgicos: 5-HT1A e 5-HT2C, na modulacdo da
antinocicepgéo induzida pelo confinamento no brago aberto do LCE.

A injecdo intra-amidala de 8-OH-DPAT, um agonista 5-HT1A, produziu o aumento
no numero de contor¢Bes abdominais em ambos grupos de camundongos, confinados nos
bracos abertos e nos bracos fechados. Considerando que os camundongos confinados nos
bracos abertos do LCE reproduzem comportamentos relacionados ao medo e a ansiedade,
uma vez que o braco aberto é um ambiente aversivo a roedores, dentro destes
comportamentos € possivel destacar a diminui¢do ou inibicdo da dor. Sendo assim, a ativacao
dos receptores 5-HT1A intra-amidala, produziu um comportamento relacionado ao efeito
ansiolitico, permitindo que o camundongo exibisse mais comportamentos relacionados a dor,
como ja observado por Tavares et al. (2018), em estudos anteriores do nosso laboratoério. Da
mesma forma, Strauss et al. (2013) demonstraram que a ativacdo dos receptores 5-HT1A do
ndcleo basolateral da amidala produz efeitos ansioliticos em ratos expostos ao labirinto em
T.

No entanto, como resultado da ativacdo dos receptores 5-HT1A da amidala, foi
observado aumento no namero de contor¢cdes nos camundongos confinados nos bragos
fechados, ambiente considerado seguro para roedores. Este comportamento também foi

observado por Tavares et al. (2018), sugerindo que a ativacdo destes receptores esteja
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relacionada as vias descendentes de modulagdo da nocicepcéo. Os receptores 5-HT1A sdo
acoplados a proteina Gi, cuja ativacao resulta na hiperpolarizacéo celular (Fox and Sorenson,
1994; Raymond et al., 2001; Artigas, 2013) e consequente inativacdo do sistema inibitério
descendente de modulagdo da dor (Fields, 2004; McGaraughty et al., 2004). Sendo assim,
ativacdo dos receptores 5-HT1A da amidala produziu aumento da nocicepg¢do tanto nos
camundongos confinados no brago fechado, quanto nos animais confinados no brago aberto
do LCE.

A participacdo dos receptores serotonérgicos do subtipo 5-HT2C na modulacéo da
ansiedade e reacOes de defesa também tem sido extensamente investigada (Baptista et al.,
2012; Vicente e Zangrossi, 2014; Tavares et al., 2018; Baptista-de-Souza et al., 2018). Neste
estudo, o tratamento intra-amidala com MK-212, agonista 5-HT2C, produziu uma
diminuicdo no nimero de contor¢des nos camundongos confinados no brago aberto do LCE.
Dessa forma, a ativacao deste subtipo de receptor da amidala pode estar relacionado com um
efeito ansiogénico, com consequente diminuicdo da sensibilidade a dor (Tavares et al., 2018).

Neste sentido, em estudo anterior, Vicente e Zangrossi (2014) observaram que a
ativacdo dos receptores 5-HT2C do nicleo basolateral da amidala de ratos produziu
comportamentos relacionados a ansiedade, quando os animais foram expostos ao labirinto
em T e na caixa claro-escuro. Considerando que os bragos abertos sdo considerados espacos
potencialmente aversivos e que produzem aumento de ansiedade em roedores (Pelow et al,
1985; Lister, 1987; Nunes-de-Souza et al, 2000), no nosso estudo a ativacdo dos receptores
5-HT2C da amidala nos camundongos que foram confinados no brago aberto do LCE
produziu aumento da antinocicepgdo, provavelmente induzida pelo medo/ansiedade.

Trabalho anterior do nosso grupo também observaram aumento da antinocicepgdo em
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camundongos confinados no LCE quando avaliaram a ativacdo destes receptores na SCP,
estrutura com papel relevante no controle das reacdes de defesa (Baptista et al., 2012).

Estudos prévios tém demonstrado que os ISRS tem uma interacdo direta com 0s
receptores serotonérgicos, principalmente dos subtipos 1A e 2C, e que o0 seu efeito
terapéutico ocorre justamente devido a essa interacdo (Chen et al., 1995; De Vry et al., 2004).
Dentre esta classe de farmacos a fluoxetina é um ISRS classico e estudos anteriores ja
mostraram sua interacdo direta com os receptores do subtipo 2C como antagonista (Ni e
Miledi, 1997; Palvimaki et al., 1999) e outros subtipos de receptores (Artigas, 2013). Assim,
para melhor investigar essa interagcdo do antagonismo seletivo dos receptores de serotonina
com os receptores do subtipo 2C, nds utilizamos uma dose de fluoxetina sem efeito na
resposta nociceptiva, avaliada anteriormente em estudos prévios do nosso laboratorio
(Baptista-de-Souza, 2015).

O tratamento cronico com a fluoxetina produziu uma diminuicdo no numero de
contorgdes nos camundongos tratados intra-amidala com 8-OH-DPAT confinados no brago
aberto do LCE, ou seja, reverteu o efeito de aumentar a nocicep¢do resultante da injecéo
intra-amidala nesse grupo de animais. Em estudos anteriores, Tavares et al. (2018)
demonstraram que o tratamento agudo com fluoxetina na dose de 2,5mg/kg s.c. ndo foi capaz
de produzir esse efeito. Além disso, Baptista-de-Souza (2015) ndo observou efeito
significativo na antinocicepcdo de camundongos expostos ao LCE, ap0s ativacdo dos
receptores 5-HT1A da SCP. No entanto, no mesmo estudo, Baptista-de-Souza (2015)
observou que o tratamento sistémico agudo e cronico com fluoxetina foi capaz de reverter
totalmente a antinocicepc¢éo induzida pelo confinamento no brago aberto do LCE somente
para 0s camundongos que receberam injecdo intra-SCP de 8-OH-DPAT, demonstrando,

dessa forma, que ocorre uma interagdo da fluoxetina com os receptores do subtipo 1A.
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O aumento da concentrac¢ao de serotonina decorrente do tratamento cronico com ISRS
induz neuroplasticidade nos receptores serotonérgicos e, em relagdo aos do subtipo 1A,
ocorre uma dessensibilizacdo desses receptores (Artigas, 2013), entretanto este efeito parece
estar mais relacionado aos receptores pré-sinapticos.

Em relacéo aos receptores do subtipo 2C, este trabalho demonstrou que o tratamento
cronico com a fluoxetina reverteu o efeito antinociceptivo produzido pela injecéo intra-
amidala de MK-212. Resultados semelhantes foram encontrados em outros trabalhos do
nosso laboratério, quando Baptista-de-Souza (2015) e Tavares et al. (2018) observaram que
o0 tratamento agudo com fluoxetina foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da injecéo
central de MK-212, na SCP e na amidala, respectivamente, em camundongos confinados no
braco aberto do LCE. Dessa forma, é possivel afirmar que a ativacao dos receptores 5-HT2C,
tanto da amidala quanto da SCP, produz aumento da antinocicep¢do induzida pelo
confinamento no brago aberto do LCE e o tratamento sistémico com fluoxetina, agudo ou
cronico, reverteu esse efeito.

Baptista-de-Souza et al. (2014) demonstraram que o tratamento cronico com
fluoxetina induziu aumento na expressdo de receptores do subtipo 5-HT2C na amidala. Além
disso, outros autores também observaram que a fluoxetina pode exercer uma acdo direta neste
subtipo de receptor serotonérgico (Palvimaki et al., 1999) e ainda, que a afinidade deste ISRS
com 0 5-HT2C é maior que com o proprio transportador de serotonina (Ni e Miledi, 1997).
Vicente e Zangrossi (2014) demonstraram que o tratamento crénico com fluoxetina inibiu o
efeito ansiogénico produzido pela ativacdo de receptores 5-HT2C presentes no nucleo
basolateral da amidala de ratos expostos ao labirinto em T, sugerindo que o tratamento
crénico com ISRS induzem a dessensibilizacdo destes receptores. No conjunto, estas

evidéncias concordam com outros estudos que sugerem que a fluoxetina atue como um
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antagonista competitivo reversivel dos receptores 5-HT2C (Ni e Miledi, 1997; Palvimaki et
al., 1999; Tavares et al., 2018).

Curiosamente Baptista-de-Souza et al. (2018) observaram que ocorre uma interagéo
entre os receptores 5-HT1A e 2C da SCP, na modulagdo da antinocicepgdo induzida pelo
medo em camundongos. Esta interagdo também foi descrita por outros autores. Valdez et al.
(2002) demonstraram que a ativacdo de receptores 5-HT2 induz a atenuacao da atividade do
receptor 5-HT1A no cértex cingulado anterior em ratos, sugerindo que esta co-modulagéo
pode ocorrer devido a interagdo entre componentes intra-celulares da cascata de sinalizacéo,
quando os receptores avaliados estdo localizados no mesmo neuronio.

Considerando estas evidéncias, é possivel que esta co-modulagdo entre receptores de
subtipos diversos também ocorra em outras estruturas relacionados com a modulacéo da
antinocicep¢do, como a amidala. Dessa forma, o efeito do tratamento sistémico com
fluoxetina cronica sobre os receptores 5-HT2C da amidala pode ter prejudicado o efeito de
aumentar a nocicep¢do produzido pela ativacdo dos receptores 5-HT1A da amidala,

observado no experimento 1.
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5. CONCLUSAO

Os nossos resultados confirmam resultados anteriores da literatura demonstrando que
o confinamento de camundongos no braco aberto do LCE produziu antinocicepgéo.

A ativagdo dos receptores 5-HT1A da amigdala com 8-OH-DPAT (10 nmol)
acentuou a nocicepcao, enquanto a ativacdo dos receptores 5-HT2C da amigdala com MK-
212 (0,63 nmol) aumentou o efeito antinociceptivo induzido pelo modelo.

O tratamento cronico com fluoxetina (5,0 mg/Kg) foi capaz de reverter o efeito
nociceptivo induzido pelo agonista dos receptores 5-HT1A, e o efeito antinociceptivo
induzido pelo agonista dos receptores 5-HT2C da amidala de camundongos confinados aos
bragos aberto ou fechado do labirinto em cruz elevado.

Dessa forma, a fluoxetina é capaz de atuar como antagonista dos receptores 5-HT2C,
revertendo o efeito antinociceptivo produzido pela ativagdo destes receptores na amidala.
Além disso, devido a interacdo que ocorre entre os receptores 5-HT1A e 5-HT2C, o
tratamento cronico com fluoxetina reverteu o efeito nociceptivo produzido pela ativacao dos

receptores 5-HT1A.
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