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1. RESUMO

Estudos tém demonstrado que situagdes de ansiedade/medo podem inibir a nocicepgdo e que a
serotonina (5-HT) possui efeito antinociceptivo em estruturas do encéfalo, como a substancia
cinzenta periaquedutal (SCP). Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
ansiedade/medo na nocicep¢ao, induzida pelo modelo de constricdo do nervo cidtico (CNC), e da
infusdo intra-SCP ventrolateral (SCPvl) do 8-OH-DPAT (agonista dos receptores 5-HT;4), nos
dados de nocicepcao e ansiedade/medo. Camundongos machos, suico-albino (n= 7-15/grupo),
foram submetidos a exposi¢do ao rato verdadeiro (RV) e de brinquedo (RB), para registro da
nocicep¢ao (total de cocar) e da ansiedade/medo [total de entradas (TE), porcentagens de
entradas (%EP) e de tempo gasto no compartimento protegido (%TP) do aparato e
comportamentos de auto-limpeza, levantar e total de imobilidade (s)], bem como aos testes de
hiperalgesia mecanica e térmica. O Experimento 1, realizado sem administracdo de drogas,
mostrou que os animais com CNC apresentaram aumento do total de cogar em relacdo ao grupo
SHAM sendo, este indice, reduzido pela exposicdo ao RV. Mostrou também aumento das %EP e
%TP nos animais expostos ao RV. No Experimento 2, o 8-OH-DPAT (5,6 nmol/0,1 pl) injetado
na SCP de camundongos com CNC diminuiu os indices de ansiedade (TE, %EP e %TP), apenas
nos animais expostos ao RV, sem diminuir estes indices nos animais SHAM. A dose de 10
nmol/0,1 pl produziu efeito apenas em relagdo ao aumento da %TP e tempo de imobilidade, nos
animais expostos ao RB. Nenhuma das doses de 8-OH-DPAT foi capaz de modificar a resposta
nociceptiva (freqiiéncia de cogar e testes de hiperalgesia mecanica e térmica). Em conjunto,
concluimos que a exposi¢do do camundongo ao predador (rato) produziu aumento da
ansiedade/medo em ambos os camundongos, SHAM e CNC e reducdo das medidas de

nocicep¢ao apenas nos animais com CNC. O agonista dos receptores 5-HTa, na dose de 5,6



nmol, intra- SCPvl produziu efeito ansiolitico nos camundongos com CNC, sem alterar os indices
de dor, enquanto a dose de 10 nmol produziu efeitos sugestivos de aumento de nocicepgao. Desta
forma, estes resultados fortalecem a participagdo dos receptores 5-HT;4 da SCPvl na modulacao

das respostas de ansiedade/medo e na nocicep¢do avaliadas em roedores.



2. ABSTRACT

Studies have shown that situations of anxiety/fear can inhibit nociception and serotonin (5-HT)
has antinociceptive effect in the brain structures such as the periaqueductal gray matter (PAG).
This work aimed to evaluate the effect of anxiety/fear in nociception-induced model of sciatic
nerve constriction (CNC), and infused intra-ventrolateral PAG (PAGvl) of 8-OH-DPAT (5-
HT1A agonist), nociception and anxiety/fear datas. Male mice, Swiss albino (n = 7-15/group)
were exposed to the real rat (RR) and toy rat (TR), for registration of nociception (total
scratching) and anxiety/fear [total entries (TE), percentage of protected entries (% PE) and time
spent (% PT) in the apparatus and behaviors of self-cleaning, rearing and total immobility (s)], as
well as tests of mechanical and termic hyperalgesia. Experiment 1, performed without drug
administration, showed that animals with CNC had an increase in total scratching compared to
SHAM group being, this index decreased by exposure to RR. It also showed an increase in % PE
and % PT in animals exposed to RR. In Experiment 2, the 8-OH-DPAT (5.6 nmol/0.1 pl) intra-
PAG of mice with CNC, decreased levels of anxiety (TE, % PE, and % PT) only in animals
exposed to RR, without decreasing the indices in SHAM animals. The 10 nmol/0.1 pl dose takes
effect only in increased % PT and immobility time in animals exposed to TR. None doses of 8-
OH-DPAT was able to modify the nociceptive response (scratching and frequency of mechanical
and thermal hyperalgesia tests). Together, we conclude that exposure of mice to the predator (rat)
produced increased anxiety/fear in both SHAM or CNC mice, and reduction measures of
nociception only in CNC animals. The 5-HT1A receptor agonist in 5.6 nmol dose, intra-PAGvl,
produced anxiolytic effects in CNC mice without altering the levels of pain, while the 10 nmol

dose effects produced suggestive nociception increased. Thus, these results support the



involvement of the 5-HT1A receptors in modulating responses PAGvl anxiety/fear and

nociception evaluated in rodents.
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3. INTRODUCAO

3.1. Dor Fisioldgica X Dor Neuropatica

De acordo com a Associa¢dao Internacional do Estudo da Dor (IASP) a dor pode ser
definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com potencial
destruicdo dos tecidos ou descrita em termos de grande destruicdo (Bonica, 1990). Entretanto,
lesdes do sistema nervoso central ou periférico podem levar a um tipo especial de dor
denominado dor neuropatica (Dickenson e Suzuki, 2005).

Enquanto a dor fisiologica ¢ fundamental para a preservacao da integridade do individuo
porque alerta para a ocorréncia de lesdes nos diversos tecidos corporais, a dor neuropatica, ¢ mal-
adaptativa, ndo tem valor bioldgico e ¢ uma importante causa de incapacidade permanente,
principalmente quando cronificada sendo, portanto, caracterizada como um tipo de dor patologica
(Benbouzid et al, 2007).

Na dor fisioldgica, o primeiro passo na sequéncia de eventos que originam o fendmeno
sensitivo-doloroso ¢ a transformagdo dos estimulos ambientais, captados pelos nociceptores, em
potenciais de a¢do que, das fibras nervosas periféricas sao transferidos para o sistema nervoso
central (SNC), onde a informagdo sensorial ¢ decodificada e interpretada (Dickenson e Suzuki,
2005). Os nociceptores sao terminagdes nervosas livres localizadas em varios tecidos corporais e
que, ao serem ativados por estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos intensos, sao capazes de
informar ao SNC, através das vias de transmissdo, sobre a qualidade, localizagao, intensidade e

duragdo do estimulo nociceptivo (Sorkin e Carlton, 1997).
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A transmissao da informagdo, originada nos nociceptores, para a medula espinhal ocorre,
inicialmente, através de fibras nervosas mielinizadas de condugdo rapida (fibras A-delta e C).
Essas fibras, constituidas pelos chamados neurdnios de primeira ordem, conduzem o impulso até
a medula espinhal onde terminam fazendo sinapse com o neurdnio de segunda ordem, nas
laminas II, V e, principalmente na lamina I do corno posterior da substancia cinzenta da medula
espinhal (Nagy e Hunt, 1983; Hund e Mantyh, 2001; Davis, 2006). O principal neurotransmissor
liberado entre os neurdnios primdrio e secundario ¢ o glutamato, embora outros mediadores
excitatorios (substancia P) e inibitorios (GABA e glicina) estejam envolvidos nesta etapa da
transmissao do estimulo doloroso (Okuse, 2007).

Os neurdnios da lamina II apresentam axdnios curtos de projecdo local (Woolf e
Fitzgerald, 1983), enquanto os neuronios da lamina [ e V apresentam axonios longos, que cruzam
o plano mediano, ganham o funiculo lateral do lado oposto e inflectem-se cranialmente,
constituindo o trato espino-talamico lateral, o qual constitui uma via importante na discriminagao
dos estimulos de dor e temperatura (Craig e Dostrovsky, 2001).

O tracto espino-taldmico lateral termina no talamo, principalmente no ntcleo ventral
postero-lateral, onde faz sinapse com os neurdnios de terceira ordem. Estes finalmente se
projetam para o cortex sensorial primario, ou area somestésica do cortex cerebral, no giro pds-
central, permitindo que a pessoa tenha, conscientemente, conhecimento de uma dor aguda em um
local especifico. Através desta via chegam ao cortex cerebral, impulsos originados no tronco e
nos membros do lado oposto, sendo a dor originada na face transmitida por meio da via trigémio-
talamica, originada no V par de nervos cranianos (Hunt e Bester, 2005).

Se ocorrer lesdo tecidual, a dor rapida ¢ seguida por dor lenta e crdnica que,
diferentemente da dor aguda inicial, utiliza diversas vias, com ntimero variavel de neurdnios de

projecdo, além de ndo possuir uma organizagdo somatotopica, de modo que ndo pode ser
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localizada com precisdo. O primeiro neurdnio desta via € pequeno, com fibra C delgada
amielinica e penetra na medula espinhal fazendo sinapse com neurénios de segunda ordem nas
laminas I e/ou V do corno dorsal da medula espinhal. Estes, por sua vez, apresentam ampla faixa
dinamica, atingindo o mesencéfalo, a formacao reticular e o talamo (Hunt e Bester, 2005).

Os neurdnios da lamina I se projetam para a area parabraquial constituindo o tracto
espino-parabraquial, importante nas reagdes afetivas a dor e nos sistemas de controle descendente
(Wall et al, 1988). Os neurdnios da area parabraquial se projetam para o nucleo central da
amigdala, envolvido nas reagdes emocionais aversivas a dor (Gauriau e Bernard, 2002), e para o
hipotalamo ventrolateral medial que, por sua vez, apresenta projegdes para a substancia cinzenta
periaquedutal, envolvida nos comportamentos aversivos e ativagdo de tratos descendentes que
controlam a dor através da modulagdo da atividade espinhal (Gauriau e Bernard, 2002; Millan,
2002).

Os neuronios da ldmina V se projetam para formacao reticular do tronco cerebral e para
os nucleos da linha média e intralaminares do talamo, terminando em areas do cortex cerebral
relacionadas as emogdes, a integragcdo sensorial, a personalidade e ao movimento, o que resulta
nas respostas de afastamento, autondmicas e afetivas a dor (Hunt e Bester, 2005).

A estimulagdo repetida e a liberagdo de mediadores quimicos enddégenos como, por
exemplo, histamina, bradicinina, prostaglandinas e serotonina (5-HT), decorrentes da lesdo
tecidual fazem com que as terminagdes relacionadas as fibras C fiquem sensibilizadas, resultando
em ativagdo com menos estimulagdo que a usualmente necessaria, estado conhecido como
“sensibilizagdo periférica” (Dray, 1997). O aumento da atividade nas fibras aferentes
nociceptivas gera uma plasticidade nas células do corno dorsal da medula espinhal, as quais
podem se tornar espontaneamente ativas resultando em despolarizagdo adicional e

hipersensibilidade neuronal, estado conhecido como “sensibilizagdo central” (Pogatzki et al.,
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2002). As sensibilizacdes periférica e central sdo consideradas respostas a inflamagao por lesdo
tecidual, entretanto, existem evidéncias da contribuicdo destes eventos no desenvolvimento ¢
manutengdo da hiperalgesia e alodinia, observadas em casos de dor neuropatica (Pogatzki et al.,
2002).

As propriedades funcionais dos axdnios e das unidades centrais precisam estar integras
para que o processamento da informacgao sensitiva ocorra de modo adequado. Em pacientes com
neuropatias periféricas ou centrais ha modificacdes anatomicas, eletrofisiologicas e
neuroquimicas significativas das vias nervosas periféricas e dos nucleos e tratos implicados no
processamento sensitivo gerando alteragdes permanentes que resultam em dor espontidnea ou
gerada por estimulos ndo nocivos (alodinia) e resposta exacerbada aos estimulos nocivos
(hiperalgesia) (Ueda, 2006).

A lesdo de nervos periféricos induz a expressdo de nociceptores sobre fibras nas quais
estes usualmente nao estdo presentes (Woolf e Mannion, 1999; Ueda, 2006). Ocorre um aumento
dos receptores para o glutamato no corno dorsal da medula espinhal, como forma compensatoria
a diminui¢ao da substancia P nesta regido, e uma diminui¢do dos receptores para morfina,
caracterizando a tolerancia aos opidides (Nichols et al., 1997; Porreca et al., 1998). O aumento na
expressao e atividade dos canais de cdlcio voltagem-dependentes contribui para o aumento da
excitabilidade neuronal, e estd envolvida no mecanismo de ag¢do da gabapentina, uma droga
comumente utilizada no tratamento da dor neuropatica (Woolf e Mannion, 1999; Ueda, 2006).

Em lesdes nas quais os nervos periféricos tornam-se sensibilizados e inflamados pela
pressdo constante, as fibras de pequeno diametro, responsaveis pela transmissao da dor, tém
menor probabilidade de sobreviver e se regenerar que as fibras maiores, responsaveis pela
transmissao das sensagOes tateis finas, vibratorias e proprioceptivas. Com isso, estimulos

previamente nao dolorosos podem se tornar gravemente perturbadores, ja que as fibras de grosso
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calibre, durante o processo de regeneragdo, emitem ramos que irdo fazer sinapse sobre as fibras
de pequeno diametro restantes, facilitando as vias de transmissdo associadas a nocicepgao
(Lisney, 1989). A dor em resposta a estimulos normalmente indolores (alodinia) também ¢
dependente da excitacdo cruzada entre os neurdnios, decorrente do dano a mielina e conseqiiente
falta de isolamento entre os neurdnios (Lisney, 1989). A lesdao nervosa periférica também causa
diminui¢do dos interneuronios GABAérgicos, que possuem atividade inibitéria no corno dorsal
da medula espinhal (Truini e Cruccu, 2006).

Nas lesdes completas de nervos periféricos o crescimento do nervo ¢ bloqueado,
ocorrendo formagdo de neuromas capazes de gerar potenciais de acdo espontaneos. Estes focos
ectopicos de potenciais de agdo também sdao observados em lesdes parciais, onde a regeneracao ¢
bloqueada a diferentes intervalos, gerando microneuromas disseminados (Vallbo et al., 1979;
Nordim et al., 1984; Cline et al., 1989). Os focos ectdpicos surgem porque as proteinas
sintetizadas normalmente no corpo celular e transportadas para o axonio periférico tém seu trajeto
obstruido pela lesdo, gerando excitabilidade anormal nestes locais e sitios anormalmente
sensiveis a estimulagdo mecanica (Vallbo et al., 1979; Nordim et al., 1984; Cline et al., 1989).

Além dos mecanismos periféricos, ha evidéncias de que na dor das neuropatias periféricas
exista participacdo de mecanismos centrais, como a reorganizacdo da representacdo somato-
sensoria no cortex cerebral, uma vez que, frequentemente, a dor atinge territorios distantes do
local da lesdo (hiperalgesia secundaria) e o bloqueio anestésico das vias periféricas nao controla o
desconforto de muitos pacientes (Birklein ¢ Rowbotham, 2005). Além disso, como nos demais
tipos de dor cronica, a dor neuropatica promove a ativagao de regioes do sistema nervoso central
que sdao importantes nas reagdes afetivas a dor. Assim, o surgimento de co-morbidades como a

ansiedade e depressdao pode ser decorrente da ativacao de estruturas do SNC como por exemplo,
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area parabraquial, nucleo central da amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e areas do cortex
cerebral relacionadas as emogdes, a integragao sensorial e a personalidade (Hunt e Bester, 2005).
Recentemente, estudos tém demonstrado a participagcao de uma resposta imune adaptativa
do sistema nervoso central na fisiopatologia da dor neuropdtica (Austin ¢ Moalem-Taylor, 2010;
Ren e Dubner, 2010; Grace et al., 2011). De acordo com estes estudos, a ativagdo de linfocitos T
e microglidcitos, no sistema nervoso central contribuem para a hipersensibilidade nos nervos
periféricos e no ganglio da raiz dorsal, favorecendo o estado de hiperalgesia (Grace et al., 2011).
A fisiopatologia da dor neuropatica ndo estd completamente esclarecida, no entanto, a
sensibilizagdo dos receptores, a ocorréncia de focos ectdpicos de potencial de agdo, bem como a
atividade anormal das unidades de processamento central da aferéncia sensitiva, sio mecanismos

importantes envolvidos na génese deste tipo de dor (Koltzenberg, 2005).

3.2. Modulacéo Descendente da Dor

E conhecido que a transmissdo da dor na medula espinhal esta sujeita a modulagdo por
estruturas supra-espinhais como o locus coeruleus (LC) e os nlcleos da rafe (Millan, 2002; Ren e
Dubner, 2002; Suzuki et al., 2004). As vias descendentes serotoninérgicas e noradrenérgicas,
originadas nos nlcleos da rafe e LC, respectivamente, se projetam para o corno dorsal da medula
espinhal, através do funiculo dorsolateral, favorecendo o processo de inibi¢ao descendente da
transmissdo do estimulo doloroso (Vanegas e Schaible, 2004). Os nlcleos da rafe, por sua vez,
recebem projecoes da substincia cinzenta periaquedutal (SCP), constituindo um importante
sistema de controle descendente o qual pode facilitar ou inibir a transmissao da dor na regido do

corno dorsal (Carstens et al., 1979; Vanegas, 2004; Vanegas e Schaible, 2004).
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A hiperalgesia resultante da inflamagdo, em modelos experimentais, ¢ mais intensa
quando o controle descendente ¢ bloqueado pela seccao bilateral do funiculo dorsolateral (Ren e
Dubner, 1996), pela destrui¢do dos neurdnios serotoninérgicos da regido dos nucleos da rafe
(Weit et al, 1999) ou pela lesao do LC (Tsuruoka e Willis, 1996), sugerindo que a inflamagao
pode levar a um aumento na inibigdo descendente (Vanegas, 2004). A plasticidade nos ndcleos
da rafe durante a inflamagdo, no entanto, envolve mudangas tanto na inibi¢do quanto na
facilitacao descendente. A estimulagdo elétrica dos nlcleos da rafe ativa sinapses glutamatérgicas
(via receptor NMDA) no corno dorsal da medula espinhal e, geralmente, leva a inibi¢do da
transmissdao do impulso doloroso. Entretanto, trés horas ap6s a indug¢do da inflamagao
experimental o efeito inibitério da estimulagdo elétrica diminui (Herrero e Cervero, 1996),
sugerindo a ativacdo de vias descendentes facilitatorias que sdo capazes de bloquear a inibigao
descendente trés horas ap6s o inicio do processo inflamatdrio (Vanegas, 2004). Apds 24 horas da
indugdo da inflamagdo experimental, a ativagdo de vias descendentes inibitdrias, envolvendo a
ativacao de receptores AMPA, tende a prevalecer (Herrero e Cervero, 1996).

O controle da transmissdo espinhal do impulso doloroso pelos nicleos da rafe envolve
vias serotoninérgicas e receptores 5-HT3 localizados no corno dorsal da medula espinhal
(Morales et al, 1998) e nas fibras nervosas periféricas de pequeno didmetro (Zeitz et al, 2002).
Tem sido demonstrado que as vias descendentes serotoninérgicas podem gerar efeitos
excitatoérios ou inibitérios (Suzuki et al., 2002). Estes efeitos controversos, em modelos
experimentais, podem ser devido a variabilidade de doses das drogas utilizadas, de vias de
administracdo ou diferengas entre espécies (Suzuki e Dickenson, 2005).

Na dor neuropatica, existe um aumento dos impulsos excitatérios descendentes dos

nucleos da rafe para o corno dorsal da medula espinhal, que pode ocorrer como um mecanismo
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compensatorio devido a diminui¢do do impulso sensorial normal decorrente da lesdo do nervo
periférico (Dickenson et al., 2001; Porreca et al., 2002).

Narita e colaboradores (2003) demonstraram através da expressao de c-fos, que a lesdo de
nervos periféricos em ratos promove ativacdo de estruturas supra-espinhais como SCP, cortex
frontal, talamo, enquanto que a atividade neuronal em estruturas como a amigdala, hipotalamo e
hipocampo, permanece inalterada. Dentre as estruturas relacionadas ao controle descendente da
dor, a SCP exerce importante fungdo. De forma particular, em resposta a qualidade do estimulo,
ocorre a mobilizacdo de locais especificos da SCP, tais como as colunas, dorsolateral,
dorsomedial e ventrolateral (Canteras e Goto, 1999; Comoli et al., 2003).

Tem sido comprovado que diferentes tipos de dor sdo capazes de estimular diferentes
regides da SCP, gerando uma resposta comportamental especifica em cada caso. Estudos
utilizando expressdo de c-fos como um marcador da atividade neuronal (Key e Bandler, 1993,
1998; Clemente et al., 1996; Key et al., 1994, 2000) tém demonstrado que a dor originada em
estruturas somaticas profundas (musculos e articulagdes) e em estruturas viscerais € capaz de
ativar, de forma especifica, a coluna ventrolateral da SCP. Esta ativacdo pode gerar uma resposta
comportamental passiva, caracterizada por imobilidade, hiporeatividade aos estimulos externos,
diminuicdo da vigilancia, hipotensdo, bradicardia e analgesia opidide (Bandler et al., 1991;
Lovick, 1993; Teskey e Kavaliers, 1995). Entretanto, a dor evocada pela estimulacdo cutanea ¢
capaz de ativar a coluna dorsolateral da SCP, gerando uma resposta comportamental ativa,
caracterizada por comportamentos de luta ou fuga, aumento da vigilancia, hiper-reatividade,
hipertensao, taquicardia e analgesia ndo-opidide (Bandler et al., 1991; Lovick, 1993; Bandler e
Keay, 1996).

A estimulacdo elétrica da coluna ventral da SCP ¢ capaz de reduzir a alodinia mecanica e

térmica, observadas apds lesdo nervosa periférica (Lee et al., 2000). Este efeito ¢ bloqueado pela
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naloxona (antagonista opidide), sugerindo a participagdo de opidides na redugdo da dor
neuropatica por ativacao de vias modulatorias descendentes originadas na SCP (Lee et al., 2000).
A microinjecdo de acido gama-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central, na SCP ndo ¢ capaz de provocar mudancas nas respostas
comportamentais a dor evocada pela injegdo subcutanea de formalina em animais controle,
entretanto, provoca evidente aumento destes comportamentos em animais com lesdo nervosa
periférica (Monhemius et al., 2001). Estes resultados sugerem que a inibi¢do da nocicepgao
mediada pela SCP ¢ inativa em condi¢des normais, porém ¢ ativada por impulsos nociceptivos
persistentes, como na dor neuropatica, provavelmente devido as alteragdes no circuito

nociceptivo decorrentes das neuropatias periféricas (Monhemius et al., 2001).

3.3. Componente Afetivo-motivacional da Dor

A dor pode ser entendida como uma experiéncia subjetiva com propriedades sensoriais e
afetivas, cujo componente afetivo envolve multiplas emogdes (Ohayon e Schatzberg, 2003;
Wilson et al., 2007). A presenca de co-morbidades, como ansiedade e depressdo, ¢ comum em
pacientes com diferentes tipos de dor, especialmente em estados de dor crdénica (Van
Houdenhove, 2000; Ohayon e Schatzberg, 2003). Na clinica, grandes niveis de ansiedade estdo
associados ao aumento da percep¢ao da dor aguda (Marchand e Arsenault, 2002; Villemure et al,
2003) e cronica (Vickers e Boocock, 2005; Christie ¢ Moore, 2005) ¢ intervengdes clinicas,
principalmente farmacolégicas, capazes de diminuir a ansiedade, estdo relacionadas a diminui¢ao
da percepgdo da dor cronica (Rhudy e Meagher, 2000).

Em contraste com dados clinicos, estudos em modelos animais demonstram que a

ansiedade pode induzir a antinocicepgdo que, por sua vez, ¢ bloqueada por ansioliticos como a
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buspirona (Rodgers e Shepherd, 1989) e o 8-OH-DPAT (Nunes-de-Souza et al., 2000). Por outro
lado, a nocicepgao ¢ capaz de aumentar o nivel basal de ansiedade e reduzir a agdo de drogas
ansioliticas, como o diazepam e a buspirona (Fernandez-Guasti et al., 2005).

Entretanto, segundo Riley et al. (1981), a influéncia de estimulos estressores fisicos e/ou
emocionais sobre a nocicep¢do, em modelos animais, ¢ dependente do estimulo aplicado. A
exposicao ao estresse fisico, como o nado forgado (Onodera et al., 2000) e a aplicagdo de choques
elétricos (Yamada e Nabeshima, 1995), induz analgesia, enquanto a exposi¢do cronica a estes
estimulos provoca hiperalgesia em roedores (da Silva Torres et al., 2003).

De forma semelhante, a exposi¢ao cronica ao estresse emocional (ansiedade), através do
modelo de estresse rotacional, induz hiperalgesia na fase tardia do teste de formalina em
camundongos (Boccalon et al., 2006), enquanto a exposi¢ao aguda ao odor de predadores induz
analgesia, cujo mecanismo varia de acordo com o tempo de exposi¢cdo ao estimulo aversivo
(Kavaliers et al., 1997). A exposicdo de camundongos ao odor de predadores por 15 minutos
induz analgesia opiodide, avaliada através da aplicacdo de calor nocivo. Em contraste, uma
exposi¢ao de 30 segundos ao odor aversivo produz analgesia ndo-opidide de baixa intensidade e
curta duracdo e ¢ parcialmente sensivel a administracao intraperitoneal de 8-OH-DPAT, agonista
dos receptores 5-HTa, € bicuculina, antagonista dos receptores GABA, (Kavaliers et al., 1997).

Segundo Blanchard et al. (1998), as diferengas qualitativas e quantitativas nas respostas
de analgesia decorrentes da exposicdo de roedores ao estresse fisico ou emocional estdo
intimamente relacionadas com a variagdo no tempo de exposi¢do e na qualidade do estimulo
aplicado.

Robert e Caroline Blanchard, avaliando as respostas defensivas comportamentais de
roedores (ratos e camundongos) em confronto com predadores, classificaram as estratégias

comportamentais exibidas de acordo com o nivel de ameaga, se potencial ou real. No nivel de
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ameaga potencial, as estratégias observadas foram comportamentos exploratorios cautelosos e
excitantes, utilizando posturas e movimentos do corpo que possibilitam a aproximacdo e a
investigacao da possivel ameaca, denominados de comportamentos de avaliacdo de risco. Ja no
nivel de ameaga real, foi observada fuga ou imobilidade, e no caso em que o predador estava
muito proximo ou em contato direto com o animal os comportamentos observados foram fuga ou
luta defensiva (Blanchard e Blanchard, 1988; Blanchard et al., 1997).

Tentando distinguir os comportamentos relacionados com ansiedade e medo, alguns
autores sugerem que quando o estimulo ou situagdo ameagadora ¢ real, os comportamentos
desencadeados (fuga e luta) representariam medo, enquanto os que representam ansiedade
(avaliagdao de risco) seriam desencadeados por estimulos ou situagdes apenas potencialmente
ameacadoras (Blanchard et al., 1993).

No que se refere a influéncia dos comportamentos de medo e ansiedade no processo de
modulagdo da dor, tem sido sugerido que o medo, caracterizado por uma rea¢do imediata a uma
ameaca real, ¢ capaz de inibir a dor enquanto a ansiedade, caracterizada por um afeto negativo e
apreensivo a uma ameaca potencial, pode intensifica-la (Rhudy e Meagher, 2000). Segundo
Rhudy e Meagher (2000), a ansiedade promove um estado de aumento da vigilancia, o qual
aumenta a aten¢do e, consequentemente, a sensibilidade a dor.

Embora tenha sido demonstrada a existéncia de uma relagdo reciproca entre dor e
disturbios afetivos (Vatine et al., 2000; Takahashi et al., 2003; Gomes et al., 2005; Boccalon et
al., 2006; Jiménez-Velazquez, 2006; Narita et al., 2006; Ulrich-Lai et al., 2006; Benbouzid et al.,
2007; Hasnie et al., 2007; Matsuzawa-Y anagida et al., 2007; Pedersen et al., 2007; Suzuki et al.,
2007; Wilson et al., 2007, Roeska et al., 2009), a influéncia da nocicep¢ao sobre o processo de

ansiedade e depressdo permanece controversa na literatura.
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A dor decorrente da inflamagdo e¢ da constri¢do cronica do nervo ciatico (Narita et al.,
2006; Matsuzawa-Yanagida et al., 2007) e da constricdo de nervos espinhais (Suzuki et al.,
2007), em camundongos, produz significante aumento da ansiedade, avaliada através do teste
claro-escuro e do labirinto em cruz elevado. De forma semelhante, a inflamac¢do do nervo ciatico
em camundongos, produz aumento da ansiedade, avaliada através do labirinto em cruz elevado e
do teste marble-burying (Benbouzid et al., 2007). Entretanto, a constrigdo cronica do nervo
ciatico, ndo altera a ansiedade, avaliada através do campo aberto e do labirinto em cruz elevado
em camundongos C57BL/6J (Hasnie et al., 2007). Segundo Hasnie (2007), a diferenca nos
resultados observados pode estar relacionada aos diferentes protocolos experimentais utilizados
em cada estudo.

Segundo Blackbum-Munro e Blackbum-Munro (2001), a dor cronica pode ser
considerada uma forma de estresse cronico. Neste contexto, estruturas pertencentes ao sistema
limbico, como cortex pré-frontal, septo, hipocampo, amigdala, hipotdlamo medial, substancia
cinzenta periaquedutal, ntcleo dorsal e mediano da rafe e coliculos superior e inferior (Nunes-de-
Souza et al., 2000; Brandao et al., 2003; Figueiredo et al., 2003; Misslin, 2003; McNaughton e
Corr, 2004), podem estar intimamente ligadas ao circuito neural envolvido nos aspectos sensorio-
discriminativos e afetivo-motivacionais da dor (La Graize et al., 2005; Pedersen et al., 2007).

A microinjecdo do agonista do receptor GABA 4 no nucleo central da amigdala é capaz de
atenuar comportamentos de fuga, avaliados através do teste claro-escuro e reverter a
hipersensibilidade mecanica em ratos submetidos a constri¢ao cronica do nervo ciatico (Pedersen
et al., 2007). Estes dados demonstram a participacdo dos receptores GABAA da amigdala nos
componentes afetivo-motivacional e sensoério-discriminativo da dor neuropdtica (Pedersen et al.,

2007), embora outros estudos tenham demonstrado a participagdo da amigdala no componente
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afetivo mas nao sensorial da dor (Nunes-de-Souza et al., 2000; Tanimoto et al., 2003; Gao et al.,
2004; Matsuzawa-Yanagida et al., 2007).

A administracdo de paroxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, no
cortex somatosensorial primario reduz a hiperalgesia térmica e mecanica em ratos submetidos a
constricdo cronica do nervo ciadtico sem alterar os comportamentos de ansiedade, avaliados
através do labirinto em cruz elevado e do teste claro-escuro (Matsuzawa-Yanagida et al., 2007),
indicando uma modulagao seletiva do componente sensorial da dor por esta estrutura encefalica.
Por outro lado, a microinjecdo de morfina (La Graize et al., 2005) ou paroxetina (Matsuzawa-
Yanagida et al., 2007) no cortex cingulado anterior em ratos submetidos a constri¢do cronica do
nervo ciatico reduz os comportamentos de fuga e ansiedade sem alterar a hipersensibilidade
sensorial decorrente da dor, indicando uma modulagdo seletiva do componente afetivo da dor por

esta estrutura do sistema limbico.

3.4. Modelos Animais de Dor Neuropatica

Os modelos animais de dor neuropatica sao considerados de grande importancia, pois
permitem reproduzir caracteristicas comportamentais e patologicas das sindromes dolorosas
periféricas ou centrais observadas em humanos favorecendo, assim, a identificagdo de efeitos
analgésicos de drogas, bem como a investigacdo de mecanismos neurobioldgicos que ndo sdo
facilmente estudados no homem por questoes éticas e sociais (Ralston, 1998).

As mudangas morfoldgicas e eletrofisiologicas decorrentes das neuropatias periféricas
geralmente sdo investigadas através de ligagdes ou seccdes de nervos periféricos em roedores
(ratos e camundongos) (Ralston, 1998; Koltzenburg, 2005), enquanto que as alteragdes

decorrentes de danos no SNC sdo estudadas através do uso de modelos animais de trauma,
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isquemia ou lesdo toxica das estruturas do sistema nervoso supra-segmentar (Wiesenfeld-Hallin
et al., 1997) ou medula espinhal (Yezierski, 1996).

A lesdo parcial do nervo ciatico através de constri¢cao cronica foi descrita, inicialmente,
por Bennett e Xie (1988) e caracteriza o modelo mais freqiientemente utilizado como material
experimental na investigagao sobre dor neuropatica (Bardim et al., 2000; Ardid et al., 2001; Liu
et al., 2002; Vogel et al., 2003; Nitanda et al., 2005; Reis et al., 2007). Este modelo envolve a
realizacdo de ligaduras ao redor do nervo ciatico, produzindo uma mononeuropatia periférica cuja
manifestacdo dolorosa (hiperalgesia, alodinia e sinais comportamentais de dor espontanea),
induzida por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos, torna-o vantajoso do ponto de vista
anatomico, bioquimico e fisiologico (Ralston, 1998).

Alteragdes neuroanatomicas, como a degeneracdo dos neur6nios do corno dorsal
(Sugimoto et al., 1990) e das fibras aferentes somaticas, seguidas de regenera¢do com excitagao
cruzada entre os neuronios (Colvin et al., 1996), bem como alteragdes neuroquimicas, como a
reducdo da substancia P (Kajander e Xu, 1995) e das sinapses GABAérgicas no corno dorsal da
medula espinhal (Colvin et al., 1997), t€ém sido relacionadas ao modelo de constri¢ao crénica do
nervo ciatico.

Outros modelos animais de neuropatias periféricas, como aqueles envolvendo a secgao
parcial do nervo ciatico (Seltzer et al., 1990), a ligacdo dos nervos espinhais (Kim e Chung,
1992) e a compressdo do nervo ciatico ou sural (Mosconi e Kruger, 1996) sdao descritos na
literatura. Estes modelos, assim como os modelos de constricdo cronica do nervo ciatico
geralmente sdo caracterizados pela presenga de sinais de dor espontanea (lambedura, batida ou
evitacdo de contato da pata afetada com o solo) e hipersensibilidade a estimulos mecanicos e
térmicos (Koltzenberg, 2005). Entretanto, tém sido relatadas diferencas entre modelos no que se

refere ao inicio e duracdo dos sinais. No modelo de constri¢do cronica, os sinais de dor
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espontanea e hiperalgesia a estimulos mecanicos e térmicos sao observados por até 24 horas apos
a lesdo e podem permanecer por um periodo de 3 a 4 meses (Bennett ¢ Xie, 1988). Porém, no
modelo de seccdo parcial do nervo cidtico e ligagao dos nervos espinhais, estes sinais se iniciam
poucas horas ap6s a les@o e tendem a permanecer por um periodo de 7 meses (Seltzer et al., 1990;

Kim e Chung, 1992).

3.5. Tratamento da Dor Neuropatica / Evidéncias Experimentais

O tratamento das sindromes dalgicas envolve interacdes psicossociais e biologicas,
incluindo esquemas medicamentosos adequados, fisioterapia, terapia ocupacional, psicoterapia e,
em alguns casos, intervengdes em nivel periférico, como a descompressdao nervosa, ressec¢ao de
neuroma ou desnervacao proximal através de bloqueios neuroliticos (Russo e Brose, 1998; Davis,
2006; Reis et al., 2007).

Os medicamentos utilizados no tratamento da dor proveniente de neuropatias periféricas
ou centrais podem ser classificados em opioides, os quais costumam ser mais efetivos no
tratamento inicial ou em associacdo com outros agentes (Davis, 2006); moduladores dos canais
de célcio que, embora sejam efetivos na redugdo da dor, costumam gerar efeitos colaterais
(Mellegers et al., 2001; Parsons et al., 2004) e drogas que aumentam a inibi¢do descendente
através da modula¢do da neurotransmissdo monoaminérgica (Harden e Cohen, 2003; Davis,
2006).

A preocupacdo em reduzir a dor neuropatica e suas conseqiiéncias tem estimulado a
realizacdo de pesquisas com diversos recursos farmacologicos tais como, anti-inflamatorios nao-

esteroidais (Vanegas et al., 1997; Vasquez e Vanegas, 2000; Hernandez e Vanegas, 2001;
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Vasquez et al., 2005), anticonvulsivantes (Suzuki et al., 2005; Coderre et al., 2007), ansioliticos
(Kontinen e Dickenson, 2000) e antidepressivos (Pedersen et al., 2005; Leventhal et al., 2007).

Tem sido demonstrado que a resposta dos neurénios do corno dorsal da medula espinhal ¢
reduzida apos administragdo periférica ou intra-SCP de dipirona, um anti-inflamatorio nao-
esteroidal, em ratos (Hernandez e Vanegas, 2001; Vasquez e Vanegas, 2000; Vasquez et al.,
2005). Estes efeitos sdo abolidos pela microinje¢do de naloxona na medula espinhal (Hernandez e
Vanegas, 2001), nos nucleos da rafe (Vasquez ¢ Vanegas, 2000; Vasquez et al., 2005) ¢ na SCP
(Vasquez et al., 2005), sugerindo a participagdo de opidides enddgenos destas regides na
analgesia induzida pela dipirona.

A administracdo periférica de gabapentina, um anticonvulsivante com atividade
modulatéria dos canais de célcio, pode inibir a formagdo de novas sinapses e reduzir a alodinia
mecanica, em ratos, apos a lesdo de nervos periféricos (Pedersen et al., 2005; Suzuki et al., 2005;
Coderre et al., 2007). Este efeito envolve a redugdo da liberagcao de glutamato no corno dorsal da
medula espinhal (Coderre et al., 2007) e ¢ bloqueado pela administragdo intra-tecal de
ondansetron, antagonista dos receptores 5-HT3 (Suzuki et al., 2005), sugerindo que os circuitos
serotoninérgicos supra-espinhais sdo importantes na génese da atividade neuronal anormal das
neuropatias periféricas e na eficicia da gabapentina nestas sindromes dolorosas (Suzuki et al.,
2005).

A administracdo periférica de midazolam, um ansiolitico com acgdo agonista nos
receptores GABA-benzodiazepinicos (Murai et al., 1994), em ratos, reduz a atividade das fibras
A-delta e C, envolvidas na transmissdo do estimulo doloroso da periferia para a medula espinhal,
apo6s indugdo de neuropatia periférica por ligagdo dos nervos espinhais (Kontinen e Dickenson,
2000). Este efeito ¢ bloqueado pela administragdao periférica de flumazenil, antagonista dos

receptores GABA-benzodiazepinicos (Bertz et al., 1995), sugerindo a ocorréncia de alteragdes no
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sistema GABA¢érgico espinhal em animais com neuropatia periférica (Kontinen e Dickenson,
2000).

A administracdo periférica de antidepressivos, como os inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e dopamina (DA) tém se mostrado eficaz na
antinocicep¢ao em modelos animais de neuropatias periféricas (Pedersen et al., 2005; Leventhal
et al., 2007). A administragdo intraperitoneal de fluoxetina, inibidor da recaptagdo de 5-HT
(Wong et al., 1995), e bupropion, inibidor da recaptacdo de DA e NA (Clayton, 2007), reduz a
alodinia mecanica, e ndo a alodinia térmica, em ratos apos constricdo cronica do nervo ciatico e
ligacdo dos nervos espinhais, enquanto que a reboxetina, inibidor da recaptagdo de NA (Kasper et
al., 2000), e venlafaxina, inibidor da recaptacdo de 5-HT e NA (Berrocoso e Mico, 2007) ndo
apresentam qualquer efeito sobre a alodinia mecanica, entretanto sdao capazes de reduzir
significativamente a alodinia térmica (Pedersen et al., 2005). Estes resultados sugerem que a
combina¢do dos inibidores das monoaminas pode ser mais eficaz na reducdo da dor das
neuropatias periféricas do que a administragdo isolada destes agentes (Pedersen et al., 2005).

O efeito antinociceptivo da serotonina (5-HT) tem sido bem observado em modelos de
dor neuropatica. Este dado pode ser comprovado por estudos que demonstram que camundongos
com deficiéncia no transportador de 5-HT apresentam: a) auséncia de hiperalgesia térmica apos
constrigdo cronica do nervo ciatico (Vogel et al., 2003); b) que a administracao intra-tecal de 5-
HT produz reducao da hiperalgesia induzida por modelos de dor cronica (Bardim et al., 2000); c)
que a analgesia decorrente da estimulagcdo da regido dos nucleos da rafe ¢ acompanhada da
liberagdo de SHT na medula espinhal e atenuada pela administragdo de antagonistas
serotoninérgicos (Gilbert e Franklin, 2001; Buhler et al., 2004). Entretanto, a serotonina tem um

complexo papel na regulacdo da dor, favorecendo, em alguns casos, o estado de hiperalgesia que
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¢ atenuado pela administragdo periférica de antagonistas dos receptores serotoninérgicos (Ardid
et al., 2001).

O uso de drogas agonistas e antagonistas dos subtipos de receptores 5-HT presentes na
medula espinhal, tem favorecido o estudo dos efeitos distintos da serotonina no controle da
transmissdo da dor (Bardim et al., 2000). A administragdo intra-tecal de antagonistas dos
receptores 5-HTyc, 5-HTs 5-HT,4, 5-HT) reverte totalmente a analgesia induzida pela serotonina
na dor originada por estimulos mecanicos em ratos. Este efeito, entretanto, ndo ¢ observado com
antagonistas dos receptores 5-HT;5 e 5-HT4. A administragdo intra-tecal de agonistas dos
receptores 5-HT; produz efeito analgésico, enquanto agonistas dos receptores 5-HT, nao produz
analgesia (Bardin et al., 2000).

Estudos tém demonstrado que os receptores 5-HT;a, concentrados em areas do sistema
nervoso central como talamo, nucleos da rafe, corno dorsal da medula espinhal e SCP, estdo
amplamente envolvidos na modulagdo da nocicepcao (Liu et al., 2002). A administragdo de
antagonistas dos receptores 5-HT;4 no niicleo magno da rafe reduz a hiperalgesia mecéanica em
ratos com lesdo dos nervos espinhais. Estes efeitos sdo revertidos pela administragdo de
antagonistas dos receptores a2 da adrenalina, mas nao pela naloxona (Wei e Pertovaara, 2006). Ja
em ratos com hemiseccao da medula espinhal, a redug¢do da hiperalgesia a estimulos mecanicos e
térmicos € observada pela administragdo intratecal de agonistas dos receptores 5-HT 4, e este
efeito € bloqueado pelo tratamento prévio com antagonistas destes receptores (Hains et al., 2003).
Os receptores 5-HT)4, particularmente da SCP, tém sido relacionados a reducdo da analgesia
induzida pelo conflito social em camundongos (Canto-de-Souza et al., 1998).

A administracdo, sistémica ou intra-tecal, de fluvoxamina, inibidor seletivo da recaptacao
de serotonina (Inazu et al., 2001), reduz a alodinia em camundongos apos sec¢do parcial do nervo

ciatico (Nozaki e Kamei, 2006). Este efeito ¢ reduzido pela administracao sist€émica de naloxona
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(Nozaki e Kamei, 2006) e administracdo, sistémica ou intra-tecal, de antagonistas dos receptores
5-HT;anc (Honda et al., 2006). Entretanto, tem sido demonstrado que a administra¢do, no nucleo
magno da rafe e nucleos reticulares, de antagonista dos receptores 5-HT,s, reduz
significativamente a resposta a dor em ratos com a sindrome da imobilidade pos-ictal (Oliveira et
al., 2006).

O modelo de constrigao cronica do nervo ciatico (Bennett ¢ Xie, 1988), tem sido utilizado
na investigacao sobre o efeito da serotonina (Bardim et al., 2000; Vogel et al., 2003) e de drogas
serotoninérgicas (Wang et al., 2000; Ardid et al., 2001; Liu et al., 2002; Nitanda et al., 2005) na
modulacdo da dor neuropatica em ratos. A administragdo sistémica de antagonistas dos receptores
5-HT;a ndo reduz a hiperalgesia (Nitanda et al., 2005), entretanto potencializa o efeito analgésico
de antidepressivos triciclicos, como a clomipramina (Ardid et al., 2001), apds constricao do nervo
ciatico. A injecdo intra-tecal de antagonistas 5-HT 4, reduz o efeito analgésico da morfina (intra-
SCP) (Liu et al.,, 2002). Este efeito ndo ¢ observado com a administracdo intra-tecal de
antagonistas 5-HT,a (Liu et al., 2002), os quais s3o capazes de reduzir a hiperalgesia quando
administrados sistemicamente (Nitanda et al., 2005). Os antagonistas dos receptores 5-HT3; nao
alteram a hiperalgesia (Nitanda et al., 2005), nem o efeito analgésico da morfina (intra-SCP) (Liu
et al., 2002), em administragdes sistémicas ou intra-tecal, respectivamente.

A administracdo intra-SCP de galanina, neuropeptideo com ag¢@o inibitoria sobre a
secre¢do de serotonina (Wang et al., 2000), aumenta a laténcia de retirada da pata por estimulos
mecanicos e térmicos em ratos apos a constri¢ao cronica do nervo ciatico. Estes efeitos também
sdo observados com a administracdo sistémica ou intra-SCP de morfina, os quais sdo bloqueados
pela microinjecao intra-SCP de antagonistas dos receptores de galanina (Wang et al., 2000).

Segundo Bardim et al. (2000), a marcada inconsisténcia entre os resultados encontrados

com a administragdo de drogas serotoninérgicas pode refletir a complexidade dos mecanismos de
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modulagdo da dor que envolve a serotonina e/ou diferengas nos aspectos metodologicos, como a
natureza do estimulo nocivo utilizado e a dose da droga administrada, sugerindo a necessidade da
realizagdo de novos estudos para maior esclarecimento sobre o assunto.

Embora o modelo por constri¢ao cronica do nervo ciatico seja freqiientemente utilizado
como material experimental na pesquisa sobre a dor neuropatica e suas conseqiiéncias,
principalmente as de origem afetivo-motivacionais, existe pouca evidéncia do uso deste modelo
em investigagdes sobre a relagdo reciproca entre nocicepcao e ansiedade, bem como no estudo da
modulagdo de ambas por meio da administragdo central, particularmente na SCP, de drogas

serotoninérgicas em camundongos.



32

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Considerando as evidéncias acima, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da serotonina sobre os comportamentos nociceptivos e relacionados ao medo/ansiedade em

camundongos submetidos a constri¢do cronica do nervo ciatico.

4.2. Objetivos Especificos

4.1.1. Experimento 1 - Avaliar a influéncia da exposicao ao predador nos testes de nocicep¢ao em

camundongos com constri¢cdo cronica do nervo ciatico.

4.1.2. Experimento 2 - Avaliar o efeito da administra¢do intra-SCPvl de 8-OH-DPAT, agonista
dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT1A, nos testes de nocicep¢do e ansiedade em

camundongos com constri¢do cronica do nervo ciatico.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Sujeitos

Foram utilizados camundongos da cepa Suigo-albino, machos, pesando 40-45 gramas,
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar. Os animais
foram agrupados em gaiolas coletivas (41x 34x16cm, 10 por gaiola), mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (24 +/- 1 °C), umidade (55 +/- 5%), luz (ciclo claro/escuro de 12/12
horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas) e livre acesso ao alimento e agua,

exceto durante as breves sessoes de teste.

5.2. Etica

O presente estudo foi aprovado pela comissdo de €tica em experimentagdo animal da

Universidade Federal de Sao Carlos (CEEA/UFSCar), protocolo nimero 019/2008.

5.3. Constrigdo cronica do nervo ciatico

O método de Bennet e Xie (1998) foi utilizado para a reprodug¢do do modelo de dor
neuropatica (Figura 1). Apos anestesia com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilasina (10 mg/kg, i.p.),
a fascia entre o gluteo e o biceps femural foi seccionada e o nervo cidtico direito exposto proximo
a sua trifurcacdo. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente cortado a uma distancia de

aproximadamente 8 mm e, posteriormente, foi realizada a compressao do nervo através de quatro
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ligaduras com fio estéril ndo inflamatério mononylon 6.0. Nos animais do grupo sham, o nervo

ciatico foi exposto, conforme procedimento descrito acima, entretanto nao foi ligado.

Figura 1- Exposi¢do do nervo ciatico para constricdo (Bennet e Xie, 1998)

5.4. Cirurgia e administracéo de drogas

Um dia depois da constri¢ao do nervo ciatico, os animais receberam implantacdo craniana
de canula-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento ap6s anestesia cetamina (100 mg/kg, i.p.) e
Xilasina (10 mg/kg, i.p.), com angulo de 26°, na substancia cinzenta periaquedutal. A canula foi
fixada no cranio do animal com cimento acrilico auto polimerizante classico (JET). As
coordenadas estereotaxicas (Insight EFF-333- Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) para
implantacdo da canula-guia, definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (1997), foram: antero
posterior (AP)= -4,1 mm; lateral (L)= +1,3 mm e ventral (V)= -1,2mm, ao bregma. O mandril foi

inserido dentro da canula-guia para evitar problemas com obstrucao e para reduzir contaminagao.
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A agulha de inje¢do (33-gauge), cujo comprimento ultrapassa em 1,0 mm a ponta da canula-guia,
foi inserida dentro da mesma para a infusdo de solu¢cdes na SCPvl. A agulha de injecdo foi
conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton de 10 pul. Uma
bomba de infusdo (Insight BI 2000 - Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para
injetar 0,1 pl de solugdo durante um periodo de 60 segundos.

O procedimento de microinjecao consistiu na remoc¢ao do mandril, insercao da agulha de
injecdo, injecao da solucdo por 60 segundos, permanéncia da agulha por 90 segundos apds o
término da infusdo e inser¢do do mandril. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de
polietileno antes, durante e depois da injecao confirmou o fluxo da solu¢ao (Nunes-de-Souza et
al, 2000).

O procedimento de microinjecdo central (intra-SCPvl) de drogas foi realizado nos 5° e 6°

dias apds a constricao do nervo ciatico.

5.5. Drogas

8-OH-DPAT (agonista dos receptores 5-HT1A), adquirido da Sigma e dissolvido em

veiculo (solucdo salina + Tween 80 a 10%). As doses usadas foram 5,6 e 10 nmol/0,1 pl,

baseadas em estudos prévios da literatura (Nunes-de-Souza et al, 2000).

5.6. Teste de ansiedade

Teste de exposicao ao rato: Foi utilizada uma caixa retangular de madeira (59 x 29,3 x 18 cm),

modificada de Beijamini e Guimaraes (2006) (Fig.2). A caixa ¢ dividida em trés compartimentos,
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sendo: lado A - local de alojamento do rato (20 x 29 cm); lado B — area para exploracdo pelo
camundongo (29,2 x 29,3 cm), separada do compartimento A por uma grade de arame e lado C -
area de fuga do camundongo (9,8 x 29,3 cm). Os camundongos foram separados aleatoriamente
em dois grupos, a saber:

Grupo exposto ao rato de verdade: um rato da cepa Long Evans, pesando de 250 a 350 g, foi
colocado no Lado A do aparato, apds receber injecdo de apomorfina (3,0 mg/lml, s.c), e os
camundongos foram colocados individualmente no Lado B, podendo explorar o ambiente por um
periodo de dez minutos.

Grupo exposto ao rato de brinquedo: Foi realizado um procedimento semelhante ao descrito
acima, exceto que, no lado A do aparato, foi colocado um rato de brinquedo com medidas e
aparéncia semelhantes a um rato de verdade.

O teste foi realizado 5 dias apds a constricdo do nervo ciatico. Os dados de freqiiéncia de
entradas nos compartimentos protegido (area C) e desprotegido (area B), bem como a duragdo do
tempo gasto nestes compartimentos foram avaliados pela analise das fitas gravadas, usando o
programa de andlise etologica X-plorat, versdo 3.0 (Becerra-Garcia et al, 2005). Estes dados
foram usados para o célculo da porcentagem de entradas e tempo gasto em cada compartimento
[Entradas: (compartimento/total) x 100; Tempo (tempo no compartimento/300) x 100].

Foram avaliados também, nos compartimentos descritos acima, comportamentos de auto-
limpeza, freqiiéncia de levantamentos (elevacao do corpo sobre as patas traseiras) e duracdo de
imobilidade, utilizados como indices de ansiedade (Rodgers et al, 1997), além da freqiiéncia do
reflexo de cocgar a cabega ou o ar com a pata traseira lesada, comportamento considerado como
indice de dor (Bennet e Xie; 1998).

O teste de exposi¢do ao rato foi realizado em grupos de animais submetidos a cirurgia

para constri¢do do nervo ciatico, porém, sem a microinjecao de drogas (Experimento 1) e em
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grupo de animais apo6s a infusdo de drogas intra-SCPvl conforme descrito anteriormente

(Experimento 2).

Figura 2- Teste de exposigdo ao rato (modificado de Beijamini e Guimaraes, 2006)

5.7. Teste nociceptivo

Observagdo do comportamento evocado:

A hiperalgesia ao calor (Liu et al, 2002) foi avaliada pelo registro do tempo, em segundos,
para a retirada da pata traseira apos aplica¢do de calor a 52 °C (51,8-52.4 °C), através do teste da
placa quente (Insight EFF 361 - Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil). O tempo méaximo de
permanéncia do animal sobre a placa foi de 25 segundos para evitar possiveis lesoes (Kuraishi et
al, 1983).

A hiperalgesia ao estimulo mecanico (Randall e Selitto, 1957) foi avaliada através do teste
de “Randall e Selitto” (Insight EFF 440 - Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil). Este teste
consiste em parametros de avaliacdo da carga maxima suportada sobre a pata traseira lesada, em

gramas, e a laténcia para a resposta de retirada com a carga maxima, em segundos.
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Em todos os casos, os animais foram testados 24 horas apos o teste de ansiedade

(exposigao ao rato).

5.8. Histologia

Apos o término dos experimentos todos os animais receberam inje¢ao central de 0.1 ul de
uma solugdo de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento descrito para a inje¢ao de
drogas. Os animais foram anestesiados com sobredose de cetamina e xilasina (300 e 30 mg/kg,
1.p., respectivamente), e em seguida decapitados. Seus cérebros foram removidos e acomodados
em recipientes contendo solucdo de formalina (10%) para posteriormente, utilizando o
microtomo (criostato ANCAP 300), sofrerem sec¢des coronais ao longo do trajeto da canula. As
secgoes serdo inspecionadas com o uso de um microscopio (Olympus B202) e a visualizagdo da
dispersdao do azul de metileno indicou o local da injecdao central de drogas. Os animais cujas
injegdes ndo atingiram a SCPvl foram excluidos do estudo. Consideramos como SCPvl as

colunas lateral e ventrolateral da SCP (-4,60 a -4,16 em relacdo ao bregma).

5.9. Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA). No Experimento 1, foi
utilizado a ANOVA de dois fatores sendo, estimulo (Fator 1) e condi¢ao (Fator 2). No
Experimento 2, foi utilizado ANOVA de trés fatores sendo, estimulo (Fator 1), condi¢ao (Fator 2)
e tratamento (Fator 3). A analise de variancia foi seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Duncan. Os valores de p iguais ou inferiores a 5% foram considerados significativos. Todos os

dados foram representados como média = EPM.
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6. RESULTADOS

Foi utilizado, para o estudo, um total de 168 animais, sendo 65 (n=10-15) no Experimento
1, com o objetivo de avaliar o efeito da exposicdo ao predador em animais submetidos a
constri¢cdo cronica do nervo ciatico sem infusao de drogas.

No Experimento 2, o qual teve como objetivo avaliar o efeito da injecdo de 8-OH-DPAT
na substancia cinzenta periaquedutal de camundongos com constricdo do nervo ciatico e
submetidos ao teste de exposicao ao predador, a analise histologica confirmou a inser¢ao da
canula na SCPvI (fig.3) em 103 animais (n=7-12).
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Fig. 3- Representagdo esquematica dos sitios de microinfusdao na SCPvl (pontos pretos) de
camundongos. O numero de pontos ¢ inferior ao numero total de animais devido a sobreposigao
(Franklin e Paxinos, 1997).
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6.1. Experimento 1 - A exposicdo de camundongos ao predador (rato) produz

antinocicepcao avaliada pelo modelo de constri¢do crénica do nervo ciatico

A Figura 4 mostra o resultado da exposi¢ao ao predador em animais SHAM e submetidos
a constri¢do do nervo ciatico (CNC). A ANOVA de dois fatores mostrou auséncia de efeito do
fator 2 (condi¢@o) em relagdo a porcentagem de entrada (F(1,61)=1,96, P>0.05) e tempo gasto
(F(1,61)=1,16, P>0.05) em ambiente protegido. Porém, mostrou efeito significativo do fator 1
(estimulo) no que se refere a porcentagem de entradas (F(1,61)=12,95, P<0.05) e tempo
(F(1,61)=20,91, P<0.05) no mesmo ambiente.

O teste de Duncan mostrou aumento significativo nas porcentagens de entradas e tempo
gasto em ambiente protegido nos animais expostos ao rato em comparagao aos animais expostos
ao rato de brinquedo (estimulo neutro), indicando a eficacia do teste de exposicao ao predador no

aumento dos indices de ansiedade em camundongos.
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Figura 4. Efeito da exposi¢do ao predador nas porcentagens de entradas e tempo gasto em
ambiente protegido em animais SHAM e expostos a constri¢do do nervo ciatico (CNC). RB= rato
de brinquedo, RV= rato de verdade. Os valores representam a média das porcentagens de
entradas e tempo gasto no ambiente protegido (média + E.P.M). n=10-15. *P < 0,05 comparado
ao respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo (RB).
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A Figura 5 mostra o resultado da exposicao ao predador em animais SHAM e CNC em
relacdo ao frequéncia de cogar. A ANOVA de dois fatores mostrou efeito significativo do fator 1
[estimulo (F(1,61)=21,11, P<0.05)], do fator 2 [condi¢do (F(1,61)=26,97, P<0.05)] e da interacdo
entre os fatores 1 e 2 (F(1,61)=14,42, P<0.05).

O teste de Duncan mostrou aumento significativo na freqiiéncia de cogar nos animais
expostos a CNC em relagdo ao grupo SHAM expostos ao estimulo neutro (RB), indicando
inducdo da nocicepgdo pela CNC. Entretanto, houve diminui¢do da freqiiéncia de cogar nos
animais CNC expostos ao rato em relacdo aos expostos ao estimulo neutro (rato de brinquedo),
demonstrando inibicdo da nocicep¢ao pela ansiedade induzida por meio da exposicdo ao

predador. Nao ocorreu alteragao significativa para os animais SHAM expostos ao estimulo neutro

ou ao rato.
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Figura 5. Efeito da exposi¢do ao predador no frequéncia de cogar em animais SHAM e expostos
a constricdo do nervo ciatico (CNC). Os valores representam a média do frequéncia de cogar
(média + E.P.M). n=10-15. *P < 0,05 comparado ao grupo SHAM exposto ao estimulo neutro
(rato de brinquedo). # P < 0,05 comparado ao grupo CNC exposto ao rato de brinquedo.
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6.2. Experimento 2 - Efeito da injecdo de 8-OH-DPAT na matéria cinzenta periaquedutal
de camundongos com constricdo do nervo ciatico e submetidos ao teste de exposi¢cdo ao

predador

A Figura 6 mostra o resultado da injecao de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos com
CNC e submetidos ao teste de exposicao ao rato em relagdo ao total de entradas. A ANOVA de
trés fatores mostrou auséncia de efeito do fator 1 [estimulo (F(1,90)=2,33, P>0.05)], fator 2
[condi¢do (F(1,90)=1.24, P>0.05)] e fator 3 [tratamento (F(2,90)=0,81, P>0.05)]. Porém, mostrou
interacdo significativa entre os trés fatores [estimulo x condi¢do x tratamento (F(2,90)=13,44,
P<0.0001)] .

O teste de Duncan mostrou para os animais com CNC que o grupo salina exposto ao rato
apresentou aumento significativo do total de entradas, quando comparado ao salina exposto ao
estimulo neutro (rato de brinquedo). O tratamento com 8-OH-DPAT (5,6 nmol) produziu
aumento do total de entradas no grupo exposto ao estimulo neutro, quando comparado ao salina.
Além disso, esta mesma dose produziu diminuig¢do significativa do total de entradas quando
comparado ao salina exposto ao rato e ao 8-OH-DPAT (5,6 nmol) exposto ao estimulo neutro e
ao SHAM exposto ao rato.

Para os animais SHAM, o post hoc mostrou que o 8-OH-DPAT (5,6 nmol) apresentou
aumento do total de entradas nos animais expostos ao rato quando comparado ao respectivo
grupo SHAM exposto ao estimulo neutro.

Nao ocorreu alteragdo significativa do total de entradas para os grupos SHAM e com

CNC expostos ao estimulo neutro e ao rato e tratados com 8-OH-DPAT na dose de 10nmol.
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Figura 6. Efeito da injegdo de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral de
camundongos com constri¢do do nervo ciatico e submetidos ao teste de exposi¢ao ao predador
em relacdo ao total de entradas. Os valores representam a média do total de entradas (média +
E.P.M). n=7-12. *P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salina. #P < 0,05 comparado ao
respectivo tratamento exposto ao rato de brinquedo. &P < 0,05 comparado ao grupo SHAM 8-
OH-DPAT 5,6 nmol exposto ao rato de verdade.

A Figura 7 mostra o resultado da injecdo de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos com
CNC e submetidos ao teste de exposicdo ao rato em relacdo a porcentagem de entradas no
ambiente protegido. A ANOVA de trés fatores mostrou auséncia de efeito do fator 1 [estimulo
(F(1,90)=0,31, P>0.05)] fator 2 [condi¢ao (F(1,90)=3,23, P>0.05)] e fator 3 [tratamento
(F(2,90)=0,81, P>0.05)]. Porém, mostrou interacao significativa entre os trés fatores [estimulo x
condicdo x tratamento (F(2,90)=10,52, P<0.0001)].

O teste de Duncan mostrou para os animais com CNC que o grupo salina exposto ao rato
apresentou aumento significativo da porcentagem de entradas no lado protegido, quando
comparado ao grupo salina exposto ao estimulo neutro (rato de brinquedo). O tratamento com 8-
OH-DPAT (5,6 nmol) produziu aumento significativo da porcentagem de entradas no lado

protegido no grupo exposto ao estimulo neutro, quando comparado ao controle (salina).

Entretanto, produziu diminuicdo significativa da porcentagem de entradas no lado protegido
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quando comparado ao controle exposto ao rato, ao 8-OH-DPAT (5,6 nmol) exposto ao estimulo
neutro, e a0 SHAM exposto ao rato.

Nao ocorreu alteracdo significativa na porcentagem de entradas no lado protegido para os
grupos SHAM e com CNC, expostos ao estimulo neutro e ao rato e tratados com 8-OH-DPAT na

dose de 10nmol.
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Figura 7. Efeito da injecdo de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral de
camundongos com constricdo do nervo ciatico e submetidos ao teste de exposi¢do ao predador
em relacdo a porcentagem de entradas no ambiente protegido. Os valores representam da
porcentagem no ambiente protegido (média + E.P.M). n=7-12. *P < 0,05 comparado ao
respectivo grupo salina. #P < 0,05 comparado ao respectivo tratamento exposto ao rato de
brinquedo. &P < 0,05 comparado ao grupo SHAM 8-DPAT 5,6 nmol/0,1ul exposto ao rato de
verdade.

A Figura 8 mostra o resultado da inje¢ao de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos com
CNC e submetidos ao teste de exposi¢do ao rato em relagdo a porcentagem de tempo gasto no

ambiente protegido. A ANOVA de trés fatores mostrou auséncia de efeito do fator 1 [estimulo

(F(1,90)=1,54, P>0.05)] e fator 2 [condi¢ao (F(1,90)=0,3, P>0.05)]. Porém, mostrou efeito do
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fator 3 [Tratamento (F(2,90)=4,63, P<0.01)] e interagdo significativa entre os trés fatores
[estimulo x condigdo x tratamento (F(2,90)=5,52, P<0.05)].

O post hoc mostrou para os animais com CNC que o grupo salina exposto ao rato,
apresentou aumento significativo da porcentagem de tempo no lado protegido quando comparado
ao salina exposto ao estimulo neutro (rato de brinquedo). O 8-OH-DPAT (5,6 nmol) produziu
diminuigdo significativa da porcentagem de tempo gasto no lado protegido quando comparado a
salina exposto ao rato e ao SHAM exposto ao rato. O tratamento com §-OH-DPAT (10 nmol)
produziu aumento significativo na porcentagem de tempo gasto no ambiente protegido no grupo
exposto ao estimulo neutro quando comparado ao grupo salina.

Nao ocorreu alteragdo significativa para a porcentagem de tempo gasto no ambiente
protegido para os demais grupos tratados com 8-OH-DPAT na dose de 10 nmol CNC, e SHAM

exposto ao estimulo neutro e ao rato.
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Figura 8. Efeito da injecdo de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral de
camundongos com constri¢cdo do nervo ciatico e submetidos ao teste de exposi¢ao ao predador
em relagdo a porcentagem de tempo gasto no ambiente protegido. Os valores representam da
porcentagem no ambiente protegido (média + E.P.M). n=7-12. *P < 0,05 comparado ao
respectivo grupo salina. #P < 0,05 comparado ao respectivo tratamento exposto ao rato de
brinquedo. &P < 0,05 comparado ao grupo SHAM 8-DPAT (5,6 nmol) exposto ao rato de

verdade.
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A Figura 9 mostra o resultado da injecao de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos com
CNC e submetidos ao teste de exposi¢do ao rato em relagdo ao frequéncia de cogar. A ANOVA
de trés fatores mostrou auséncia de efeito do fator 1 [estimulo (F(1,91)=0,04, P>0.05)], fator 3
[tratamento (F(2,91)=0,35, P>0.05)] e intera¢do entre estimulo e condi¢ao (F(2,91)=0,21,
P>0.05)]. Entretanto, mostrou efeito significativo no fator 2 [condi¢ao (F(1,91)=34,91, P<0.05)]

O teste de Duncan mostrou aumento significativo no frequéncia de cogar no grupo CNC,
em relagdo ao grupo SHAM (todas as doses) exposto ao estimulo neutro. Este efeito também foi

observado para os animais expostos ao rato, exceto nos animais que receberam 8-OH-DPAT (10

nmol).
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Figura 9. Efeito da injegdo de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral de
camundongos com constri¢ao do nervo ciatico e submetidos ao teste de exposi¢ao ao predador
em relagdo ao frequéncia de cogar. Os valores representam o total de cogar (média + E.P.M).
n=7-12. #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo. &P < 0,05
comparado ao respectivo grupo SHAM exposto ao rato de verdade.
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A Figura 10 mostra o resultado da inje¢do de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos
com CNC e submetidos ao teste de exposicao ao rato em relagdo ao tempo gasto no teste de
hiperalgesia mecanica. A ANOVA de trés fatores mostrou auséncia de efeito no fator 1 [estimulo
(F(1,90)=2,47, P>0.05)] e no fator 3 [tratamento (F(2,90)=1,08, P>0.05)], entretanto mostrou
efeito significativo no fator 2 [condicdo (F(1,90)=48,88, P<0.05)] e interagdo entre os trés
estimulos [estimulo x condigdo x tratamento (F(2,90)=3,81, P<0.05)].

Apesar da ANOVA ndo ter mostrado efeito do tratamento, o post hoc mostrou que a
microinje¢cdo de 8-OH-DPAT (10 nmol) nos animais SHAM, aumentou significativamente o
tempo gasto (antinocicep¢do) comparado ao SHAM salina nos animais expostos ao estimulo
neutro. Além disso, ocorreu diminui¢do do tempo gasto na dose de 10nmol de 8-OH-DPAT
quando comparamos os animais SHAM expostos ao rato e ao estimulo neutro.

Nos animais com CNC ocorreu diminui¢do significativa da antinocicepgao (tempo gasto)
quando comparamos os animais salina e 8-OH-DPAT (10 nmol) com os respectivos grupos
SHAM expostos ao estimulo neutro. Também ocorreu diminui¢@o significativa entre os animais
salina CNC e salina SHAM, expostos ao rato. Para os outros grupos com CNC e SHAM expostos
ao rato ou ao estimulo neutro, ndo houve alteragdo significativa em nenhum dos fatores

avaliados.
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Figura 10. Efeito da inje¢ao de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral
de camundongos com constri¢ao do nervo cidtico e submetidos ao teste de exposi¢ao ao predador
em relacdo ao tempo gasto no teste de hiperalgesia mecanica. Os valores representam o tempo
(média + E.P.M). n=7-12. *P < 0,05 comparado ao grupo salina SHAM exposto ao estimulo
neutro. #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo. $P < 0,05
comparado ao grupo salina SHAM exposto ao rato de verdade.

A Figura 11 mostra o resultado da inje¢do de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos
com CNC e submetidos ao teste de exposicdo ao rato em relagdo a carga suportada no teste de
hiperalgesia mecanica. A ANOVA de trés fatores mostrou auséncia de efeito do fator 1 [estimulo
(F(1,90)=0,0004, P>0.05) e fator 3 [tratamento (F(2,90)=1,55, P>0.05)], entretanto mostrou
efeito significativo no fator 2 [condi¢ao (F(1,90)=32,72, P<0.05)] e interacdo entre os trés fatores
[estimulo x condicdo x tratamento (F(2,90)=2,97, P<0.05)].

Apesar da ANOVA ndo ter mostrado efeito do tratamento, o post hoc mostrou que a
microinje¢cdo de 8-OH-DPAT (10 nmol) nos animais SHAM, aumentou significativamente a
carga suportada (antinocicep¢do) comparado ao SHAM salina nos animais expostos ao estimulo

neutro. Além disso, ocorreu diminuicao da carga suportada para o grupo 8-OH-DPAT (10nmol)

quando comparado aos animais SHAM expostos ao rato e ao estimulo neutro.
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Nos animais com CNC ocorreu diminui¢do significativa da antinocicep¢ao (carga
suportada) nos animais salina e 8-OH-DPAT (10 nmol) comparados aos respectivos grupos
SHAM expostos ao estimulo neutro. Também ocorreu diminui¢@o significativa entre os animais
salina CNC e salina SHAM, expostos ao rato. Para os outros grupos com CNC e SHAM expostos
ao rato ou ao estimulo neutro, ndo houve alteracdo significativa em nenhum dos fatores

avaliados.
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Figura 11. Efeito da inje¢ao de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral
de camundongos com constri¢do do nervo cidtico e submetidos ao teste de exposi¢ao ao predador
em relagdo a carga no teste de hiperalgesia mecéanica. Os valores representam a carga (média +
E.P.M). n=7-12. *P < 0,05 comparado ao grupo salina SHAM exposto ao estimulo neutro. #P <
0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo. $P < 0,05 comparado ao
grupo salina SHAM exposto ao rato de verdade.

A Figura 12 mostra o resultado da inje¢do de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos
com CNC e submetidos ao teste de exposi¢do ao rato em relagdo ao tempo no teste de

hiperalgesia térmica. A ANOVA de trés fatores mostrou auséncia de efeito do fator 1 [estimulo

(F(1,90)=0,18, P>0.05) e fator 3 [tratamento (F(2,90)=1,71, P>0.05)], entretanto mostrou efeito
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significativo no fator 2 [condicdo (F(1,90)=39,98, P<0.05)] e interagdo entre os fatores 2
(condi¢ao) e 3 (tratamento) (F(2,90)=5,98, P<0.05)].

Apesar da ANOVA ndo ter mostrado efeito do tratamento, o post hoc mostrou que a
microinje¢cdo de 8-OH-DPAT (10 nmol) nos animais CNC produziu diminui¢do significativa do
tempo (nocicepgao) comparado aos grupos, salina CNC e SHAM expostos ao estimulo neutro.
Mostrou também redug@o do tempo no grupo CNC 8-OH-DPAT (10 nmol/0,1 pul) exposto ao rato

comparado ao respectivo grupo SHAM.
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Figura 12. Efeito da inje¢ao de 8-OH-DPAT na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral
de camundongos com constri¢do do nervo cidtico e submetidos ao teste de exposi¢ao ao predador
em relagdo ao tempo gasto no teste de hiperalgesia térmica. Os valores representam o tempo
(média + E.P.M). n=7-12. *P < 0,05 comparado ao salina exposto ao estimulo neutro. #P < 0,05
comparado ao grupo SHAM 8-OH-DPAT (10nmol) exposto ao estimulo neutro. &P < 0,05
comparado ao grupo SHAM 8-OH-DPAT (10nmol) exposto ao rato.

A Tabela 1 mostra o resultado da injecao de 8-OH-DPAT na SCPvl de camundongos com
CNC e submetidos ao teste de exposi¢do ao rato em relagdo ao tempo de imobilidade e

comportamentos de auto-limpeza e levantamentos. Em relagdo ao tempo de imobilidade, a

ANOVA de trés fatores mostrou efeito significativo no fator 1 [estimulo (F(1,91)=6,54, P<0.05)],
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fator 2 [condi¢dao (F(1,91)=3,68, P<0.05)] ¢ no fator 3 [tratamento (F(2,91)=3,93, P<0.05)],
entretanto mostrou auséncia de efeito na interacdo entre os trés estimulos [estimulo x condi¢do x
tratamento (F(2,91)=2,40, P>0.05)]. O post hoc mostrou que os animais CNC expostos ao rato
apresentaram, aumento do tempo de imobilidade em comparacdo aos animais CNC expostos ao
estimulo neutro, apds microinje¢do de salina. O mesmo efeito foi observado apds a microinjecao
de 8-OH-DPAT (5,6 nmol), diferente do grupo que recebeu 8-OH-DPAT (10 nmol), o qual
apresentou diminuic¢ao do tempo de imobilidade quando comparado ao grupo salina.

Em relacdo a freqiiéncia do comportamento de auto-limpeza, a ANOVA de trés fatores
mostrou efeito significativo no fator 1 [estimulo (F(1,91)=17,16, P<0.05)], fator 2 [condi¢do
(F(1,91)=7,98, P<0.05)] e na interagdo entre os trés estimulos [estimulo x condi¢do x tratamento
(F(2,91)=3,66, P<0.05)]. Entretanto mostrou auséncia de efeito no fator 3 [tratamento
(F(2,91)=2,66, P>0.05)]. O post hoc mostrou que os animais CNC expostos ao rato apresentaram
aumento do comportamento de auto-limpeza, quando comparados aos animais CNC expostos ao
estimulo neutro, apds microinje¢do de salina. O mesmo efeito foi observado apds a microinjecao
de 8-OH-DPAT (10 nmol), diferente do grupo que recebeu 8-OH-DPAT (5,6 nmol), o qual
apresentou diminui¢do do comportamento de auto-limpeza quando comparado ao grupo salina.

Em relacdo a freqiiéncia do comportamento de levantar, a ANOVA de trés fatores
mostrou auséncia de efeito no fator 1 [estimulo (F(1,91)=0,87, P>0.05)], fator 2 [condi¢ao
(F(1,91)=1,83, P>0.05)], fator 3 [tratamento (F(2,91)=1,47, P>0.05)], e na interag@o entre os trés

estimulos [estimulo x condi¢do x tratamento (F(2,91)=1,76, P>0.05)].



Tabela 1. Comportamentos avaliados durante o teste de exposi¢do ao predador.

COMPORTAMENTOS
Imobilidade Auto-limpeza Levantamento
RB CNC Sal (n=7) 0,0£0,0 99+27 139+1,8
RB CNC DPAT5,6 (n=8) 0,0+0,0 13,3+ 0,6 193+ 1,1
RB CNC DPAT 10 (n=7) 0,0+0,0 13,9+0,7 20,4+ 1,7
RB SHAM Sal (n=8) 12,5+134 16,6 £ 1,9 19,0+ 1,6
RB SHAM DPAT5,6 (n=7) 0,0+£0,0 14,6 £ 0,6 18,6 £2,3
RB  SHAM DPAT 10 (n=7) 0,0+£0,0 174+ 14 19,3+ 1,6
RV  CNC  Sal (n=11) 27,3+9,8* 19,7 £ 1,4* 18,2+1,2
RV ~CNC  DPAT 5,6 (n=10) 2,0+7,6% 13,0£1,7& 18,1 +£1,0
RV ~ CNC  DPAT 10 (n=10) 0,0+0,0& 19,4 £ 1,0* 195+£1,2
RV  SHAM Sal (n=12) 6,7+5)5 189+1,5 20,2+ 0,9
RV ~ SHAM DPAT 5,6 (n=7) 0,0+£0,0 18,114 219+1,5
RV  SHAM DPAT 10 (n=9) 0,0+0,0 18,4+ 1,8 17,3+ 1,8

Os dados representam a média + EPM. RV = Rato Verdadeiro, RB = Rato de Brinquedo, CNC =
Com constrigdo do nervo ciatico.

*P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao estimulo neutro.

&P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salina
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7. DISCUSSAO

Os nossos resultados mostraram que os animais submetidos a constri¢do do nervo ciatico
(CNC), sem administragdo de drogas, apresentaram aumento do total do frequéncia de cogar
quando comparados ao grupo SHAM, indicando indugao da nocicepgao pela CNC, um modelo de
dor neuropatica. A avaliagdo da ansiedade/medo, pelo modelo de exposi¢do ao predador mostrou
que os animais expostos ao rato, apresentaram aumento dos indices de ansiedade (porcentagens
de entrada e tempo gasto no ambiente protegido) e redugdo da nocicepgao (freqiiéncia do reflexo
de cogar), quando comparados a exposi¢ao ao estimulo neutro (Experimento 1).

Os resultados obtidos com a injecdo local, na substancia cinzenta periaquedutal (SCPvl),
de salina (Experimento 2), reproduzem o efeito de indugdo da nocicepgao pela CNC e, em parte,
os efeitos de aumento da ansiedade obtidos no Experimento 1, juntamente com do aumento do
tempo de imobilidade e da freqiiéncia de auto-limpeza, comportamentos relacionados aos indices
de ansiedade.

Além disso, a dose de 5,6 nmol de 8-OH-DPAT, agonista dos receptores 5-HT;4, nos
animais CNC, produziu diminuicdo dos comportamentos avaliados na presenca do rato, tais
como, total de entradas, %EP, %TP e auto-limpeza, sem alterar a resposta nociceptiva induzida
pela CNC, hiperalgesia mecanica (tempo e carga) e de hiperalgesia térmica (tempo gasto na
placa quente) (Experimento 2).

O aumento da frequéncia de cogar nos animais com CNC, no nosso estudo, corrobora com
dados anteriores da literatura (Bennet e Xie, 1998; Bardim et al., 2000; Ardid et al., 2001; Liu et
al., 2002; Vogel et al., 2003; Nitanda et al., 2005; Reis et al., 2007), o que sugere que o modelo

induziu a nocicepgao.
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De forma semelhante, o efeito de aumento dos indices de ansiedade no grupo exposto ao
rato de verdade (RV) foi observado em outros estudos com roedores, ratos e camundongos,
quando na presenga de predadores naturais, gato e rato, respectivamente (Canteras e Goto, 1999;
Blanchard et al., 2004; Yang et al., 2004; Blanchard et al., 2005; Carvalho-Neto et al., 2006;
Ribeiro-Barbosa et al., 2005; Cezario et al., 2008; Do Monte et al., 2008; Martinez et al., 2008),
indicando que o modelo de exposicao ao predador induziu a ansiedade.

No experimento 2, embora tenha sido observado aumento da nocicep¢do, por meio
freqliéncia do reflexo de cogar, nos animais com CNC, nao foi observada a reducao deste indice
quando os animais foram expostos ao RV, conforme observado no experimento 1. Esta perda do
efeito da exposi¢do ao RV na reducdo da nocicepcdo em animais com CNC pode estar
relacionada a manipulacdo dos animais durante o procedimento de microinjecdo de drogas,
realizado apenas no experimento 2.

Trabalhos da literatura tém demonstrado a existéncia de uma relagao reciproca entre dor e
reagoes afetivas, como ansiedade e depressdao, em modelos animais (Yamada e Nabeshima, 1995;
Canto-de-Souza et al., 1998; Nunes-de-Souza et al., 2000; Onodera et al., 2000; da Silva Torres
et al., 2003; Boccalon et al., 2006; Narita et al., 2006; Benbouzid et al., 2007; Hasnie et al., 2007;
Baptista et al., 2009). Estudos em modelos animais demonstram que a ansiedade pode induzir a
antinocicep¢ao que, por sua vez, ¢ bloqueada por ansioliticos como a buspirona (Rodgers e
Shepherd, 1989) e o 8-OH-DPAT, um agonista dos receptores 5-HT;o (Nunes-de-Souza et al.,
2000).

No presente estudo, a injecdo do 8-OH-DPAT na dose de 5,6 nmol injetado na SCPvl
produziu diminui¢do dos comportamentos avaliados na presenga do rato, tais como, total de
entradas, %EP, %TP e auto-limpeza nos animais com CNC, sem alterar a resposta nociceptiva de

hiperalgesia mecanica (tempo e carga) e hiperalgesia térmica (tempo gasto na placa quente)
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(Experimento 2). Entretanto, os animais SHAM que receberam §8-OH-DPAT, na mesma dose
citada acima ndo apresentaram alteragao destes indices de ansiedade, sugerindo que a indugao da
nocicepcao pela CNC, de alguma forma, contribuiu para a reversao dos indices de ansiedade
avaliados na exposi¢do do camundongo ao rato. Em relacdo as outras respostas nociceptivas
induzidas pela CNC, o tratamento com este agonista serotoninérgico ndo produziu alteragdo
significativa nos testes de hiperalgesia mecanica (tempo e carga) e hiperalgesia térmica (tempo
gasto na placa quente).

A dose de 10 nmol/0,1 pl ndo produziu efeito no teste de exposi¢do ao rato, exceto nos
dados referentes a porcentagem de tempo gasto em ambiente protegido e no tempo de
imobilidade. A diferenca encontrada nas diferentes doses de 8-OH-DPAT pode estar relacionada
ao processo de ocupacdo dos receptores da SCP pela droga, ou a mobilizagdo de diferentes
subtipos de receptores de serotonina na SCP (para revisdo ver Barnes e Sharp, 1999).

De acordo com a teoria de Deakin e Graeff (1991), a serotonina apresenta um papel dual
no sistema de defesa, podendo atuar como ansiolitica ou ansiogénica dependendo das
caracteristicas do estimulo aversivo (se proximal ou distal, condicionado ou incondicionado); dos
subtipos de receptores serotoninérgicos envolvidos e dos sitios de atuagdo no sistema nervoso
central.

Neste sentido, estudos tém demonstrado que estimulos aversivos condicionados
aumentam os disparos dos neurdnios serotoninérgicos da rafe com projecdes para a amigdala,
resultando em facilitagdo do comportamento defensivo (efeito ansiogénico) via ativagdo de
receptores 5-HToanc € 5-HT;. Enquanto estimulos aversivos incondicionados resultam no
aumento da liberacdo de serotonina na substancia cinzenta periaquedutal gerando atenuagdo do
comportamento defensivo (efeito ansiolitico ou antipanico) via receptores 5-HTranc € 5-HTja

(Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996).
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Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os trabalhos citados acima, uma
vez que, foi observada diminuicdo dos comportamentos relacionados a ansiedade, avaliados no
modelo de exposicdo ao predador (estimulo aversivo incondicionado), apos a injecao de 8-OH-
DPAT (5,6 nmol), um agonista dos receptores 5-HT ;4. na SCPvl de camundongos.

Estudos da literatura também tém demonstrado efeitos controversos da serotonina na
modulagdo da dor neuropatica, induzida pelo modelo de constri¢do cronica do nervo ciatico
(Bardim et al., 2000; Wang et al., 2000; Ardid et al., 2001; Liu et al., 2002; Vogel et al., 2003;
Nitanda et al., 2005).

Tem sido observado que a administragdo intra-tecal de 5-HT produz redugdo da
hiperalgesia induzida por modelos de dor cronica (Bardim et al., 2000), e que a analgesia
decorrente da estimulagdo dos nucleos da rafe é acompanhada da liberagdo de SHT na medula
espinhal e atenuada pela administracdo de antagonistas serotoninérgicos (Gilbert e Franklin,
2001; Buhler et al., 2004). Entretanto, a serotonina tem um complexo papel na regulacao da dor,
favorecendo, em alguns casos, o estado de hiperalgesia que ¢ atenuado pela administracao
periférica de antagonistas dos receptores serotoninérgicos (Ardid et al., 2001).

No presente estudo, o 8-OH-DPAT na dose de 5,6 nmol ndo foi capaz de modificar os
indices de dor (frequéncia de cogar, tempo e carga no teste de hiperalgesia mecanica e tempo no
teste de hiperalgesia térmica). Entretanto, na dose de 10 nmol, a ANOVA mostrou efeito
significativo da interacdo entre os trés fatores avaliados (estimulo, condi¢do e tratamento) no
teste de hiperalgesia mecanica. Também ocorreu interacdo entre condi¢do e tratamento no teste
de hiperalgesia térmica. O 8-OH-DPAT (10 nmol/0,1 pl) produziu redugdo do tempo de
levantamento da pata nos animais comparados ao veiculo, sugerindo aumento do indice de

nocicepcao avaliado.
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Os efeitos controversos da serotonina na modulag@o da dor podem estar relacionados aos
seus diferentes sitios de agdo. Apds a constricdo cronica do nervo ciatico, antagonistas dos
receptores 5-HT;4, administrados sistemicamente, ndo reduzem a hiperalgesia (Nitanda et al.,
2005) mais potencializam o efeito analgésico de antidepressivos triciclicos (Ardid et al., 2001),
enquanto a injecao intra-tecal reduz o efeito analgésico da morfina (intra-SCP) (Liu et al., 2002).
Este efeito ndo é observado com antagonistas 5-HT,a (Liu et al., 2002), os quais ndo sdo capazes
de reduzir o efeito analgésico da morfina em administragdo intra-tecal, porém reduzem a
hiperalgesia quando administrados sistemicamente (Nitanda et al., 2005). Os antagonistas dos
receptores 5-HT; ndo alteram a hiperalgesia (Nitanda et al., 2005), nem o efeito analgésico da
morfina (intra-SCP) (Liu et al.,, 2002), em administracdes sistémicas ou intra-tecal,
respectivamente.

A administracdo intra-tecal de antagonistas dos receptores 5-HTac, 5-HT3 5-HT2a, 5-HT
reverte totalmente a analgesia induzida pela serotonina na dor originada por estimulos mecanicos
em ratos. Este efeito, entretanto, ndo ¢ observado com antagonistas dos receptores 5-HTa e 5-
HTs A administragdo intra-tecal de agonistas dos receptores 5-HT; produz efeito analgésico,
enquanto agonistas dos receptores 5-HT, ndo produz analgesia (Bardin et al., 2000).

Estudos tém demonstrado que os receptores 5-HT;a, concentrados em areas do sistema
nervoso central como talamo, corno dorsal da medula espinhal e SCP, estdo amplamente
envolvidos na modulac¢do da nocicep¢ao (Liu et al., 2002). A administragdo de antagonistas dos
receptores 5-HT4 no nticleo magno da rafe reduz a hiperalgesia mecanica em ratos com lesdao
dos nervos espinhais. Estes efeitos sdo revertidos pela administragio de antagonistas dos
receptores 02 da adrenalina, mas ndo pela naloxona (Wei e Pertovaara, 2006). J4 em ratos com
hemisec¢cdo da medula espinhal, a redugdo da hiperalgesia a estimulos mecanicos e térmicos ¢

observada pela administragdo intratecal de agonistas dos receptores 5-HTa, sendo este efeito
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bloqueado pelo tratamento prévio com antagonistas destes receptores (Hains et al., 2003). Os
receptores 5-HT;, particularmente da SCP, tém sido relacionados a reducdo da analgesia
induzida pelo conflito social em camundongos (Canto-de-Souza et al., 1998).

Estes resultados fortalecem a participacdo dos receptores 5-HT ;5 da SCP na modulagdo
das respostas de ansiedade/medo e na nocicepgao avaliadas em roedores. Entretanto, devido ao
complexo papel da serotonina na modulacdo destas respostas, muitos resultados controversos sao
descritos na literatura, o que fortalece a necessidade de novos estudos com agonistas e
antagonistas dos diferentes subtipos dos receptores serotoninérgicos para maior esclarecimento

sobre o assunto.
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8. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluimos que:

. Os animais submetidos a constri¢do do nervo ciatico (CNC) apresentaram aumento no
reflexo de cogar quando comparados ao grupo SHAM, indicando inducdo da nocicepcao pela
CNC.

. A exposi¢ao de camundongos ao rato (RV) aumentou a ansiedade/medo em ambos os
grupos, SHAM e com CNC.

. A exposi¢do de camundongos ao RV produziu antinocicepcdo nos camundongos
submetidos a CNC, sugerindo que a nocicepg¢ao foi diminuida pela ansiedade/medo.

. O agonista dos receptores 5-HTa, na dose de 5,6 nmol, intra-SCPvL produziu efeito
ansiolitico nos camundongos com CNC, sem alterar os indices de dor, enquanto a dose de 10
nmol produziu efeitos sugestivos de aumento de nocicepgao.

. Estes resultados fortalecem a participacao dos receptores 5-HT 5, da SCPvL na modulagdo

das respostas de ansiedade/medo e na nocicepgao avaliada em roedores.
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