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EPIGRAFE

“Existe no siléncio

uma profunda sabedoria

que as vezes ele se transforma
na mais profunda resposta”

Fernando Pessoa
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Resumo

Estudos tém demonstrado que os subtipos de receptores serotonérgicos 5SHT14 € 5SHT,c
localizados na amigdala estdo envolvidos na modulacdo de comportamentos defensivos
avaliados em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE). Além disso,
evidéncias demonstram que a exposicdo a situacdes ameacadoras podem resultar em inibicéo
da dor. Este estudo avaliou os efeitos da fluoxetina sobre a modulagdo da nocicepgéo pelos
receptores 5-HT;a € 5-HT,c da amigdala em camundongos confinados nos bracos abertos
(BA) e fechados (BF) do LCE. Camundongos machos da linhagem suico-albino receberam
0,1ul de injecdes intra-amigdala de 8-OH-DPAT (agonista do receptor 5HT;4) nas doses de
5,6 ou 10 nmol e em seguida, uma injecao de &cido acético (estimulo nociceptivo), 0,6% (0,1
ml/10g por peso corpéreo, i.p.). Apds a confirmagdo do inicio das contorgdes, 0s
camundongos foram confinados no BA ou BF do LCE durante 5 minutos para o registro do
numero de contor¢Ges abdominais (Experimento 1). Este protocolo sucedeu-se para os demais
experimentos. Subsequentemente, 0os animais receberam injegdes combinadas de fluoxetina
(2,5 mg/kg, s.c.) e 10 nmol de 8-OH-DPAT intra-amigdala (Experimento 2). No experimento
3, 0s animais receberam injecdes intra-amigdala de 0,21 ou 0,63mol de MK-212 (agonista do
receptor 5-HT,c) e injecBes combinadas de fluoxetina (2,5 mg/kg, s.c.) e 0,63nmol de MK-
212 intra-amigdala (Experimento 4). Os nossos resultados mostraram que as injecdes intra-
amigdala de 8-OH-DPAT acentuaram a nocicep¢do nos animais confinados em ambos o0s
bracos do LCE. A administragdo combinada de fluoxetina, e 8-OH-DPAT intra-amigdala ndo
alterou os efeitos observados deste agonista do receptor 5HT;a. A microinjecdo de MK-212
aumentou a antinocicep¢do induzida pelo BA, enquanto a administracdo combinada de
fluoxetina e MK-212 intra-amigdala reverteu o aumento da antinocicepcdo induzida pelo BA
observado com a microinjecdo de MK-212 intra-amigdala. Estes resultados mostram que a
antinocicepcdo induzida pelo BA do LCE pode ser mediada tanto pelos receptores 5-HTia
como por receptores 5-HT,c localizados na amigdala de camundongos. Entretanto, o blogueio
do aumento da antinocicep¢do induzida por situacdes aversivas promovido pela fluoxetina
ocorreu apenas na interacdo com os receptores 5-HT,c.

Palavras-chave: Antinocicepcdo, Labirinto em cruz elevado, Serotonina, Fluoxetina,

Amigdala, Camundongos.



Abstract

Previous studies have implicated the 5HT;4 and 5HT,c serotonin receptors subtypes
located within the amygdala in the modulation of defensive behaviors in rodents exposed to
the elevated plus-maze (EPM). Further studies have shown that exposure to a threatening
stimulus can result in pain inhibition. This study evaluated the effects of intra-amygdala
injections of 5HT;4 and 5HT,c receptor agonists on open arms antinociception (OAA) in the
EPM, and possible alterations of this response with concomitant fluoxetine treatment. Male
Swiss mice received 0.1 pl intra-amygdala injections of either 5.6 or 10 nmol of 8-OHDPAT,
a 5-HT;a receptor agonist, and an i.p. injection of 0.6% acetic acid, a nociceptive stimulus.
After confirming the start of writhing, half of the animals in each group were confined to the
OA and half to the EA of the EPM, to record the number of writhes during a five-minute
period (Experiment 1) A similar experimental protocol was repeated in the experiments
described below. Subsequently, the animals received combined injections of fluoxetine
(2.5mg/kg) and 10 nmol of 8-OHDPAT (Experiment 2). In Experiment 3, the animals
received injections of either 0.21 or 0.63 nmol of MK-212, a 5-HT,¢ receptor agonist, and
combined injections of fluoxetine (2.5mg/kg) and 0.63 nmol of MK-212 (Experiment 4). Our
results showed that intra-amygdala infusions of 8-OH-DPAT enhanced nociception in both
arms. Combined administration of fluoxetine and 8-OH-DPAT did not alter the observed
effects. Injection of MK-212 increased the OAA, while combined administration of fluoxetine
and MK-212 reversed the increase in OAA observed with MK-212 injection. These findings
suggest that OAA is mediated by 5-HT,c and 5-HT;a receptors located in the amygdala.
Fluoxetine interacted with 5-HT,c receptors, blocking the increase of OAA induced by

activation of this serotonin receptor subtype.

Keywords: Antinociception, Elevated plus-maze, Serotonin, Fluoxetine, Amygdala, Mice.
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1.1.  VIAS NEURAIS DA NOCICEPCAO

A palavra dor pode ser utilizada para descrever uma variedade de sensacdes e
aspectos emocionais associados a um tipo de injdria sofrida em decorréncia de um ferimento,
ou até sensacfes anormais de sindromes neuropéticas (CERVERO, 2000). De acordo com a
Associacdo Internacional para Estudos da Dor (do inglés: International Association for the
Study of Pain — IASP, 2012) “A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a um dano potencial de fato, ou ainda, descrita em termos que sugerem tal dano”.

Em processos relacionados a sobrevivéncia, a dor apresenta valor adaptativo, e
muitas vezes sofre interferéncia de eventos que ndo envolvem somente a transmissdo dos
estimulos nociceptivos, mas também do seu processamento sensorial e emocional (HUYSER,;
PARKER, 1999; MILLAN, 1999). Desta maneira, devido a sua natureza essencialmente
desagradavel, a dor tem a funcdo adaptativa de alarme, que impele o individuo a evitar e a
reconhecer objetos e situacBes que possam causa-la, prevenindo o agravamento ou o
surgimento de novas lesbes (MELZACK E WALL, 1991), alertando sobre estimulos que
podem provocar lesdo tecidual (estimulos nocivos), permitindo assim que sejam adotados
mecanismos de defesa ou fuga (MILLAN, 1999).

Embora seja desagradavel, a dor € importante para a sobrevivéncia de varios
animais, uma vez que se trata de um mecanismo de aviso sobre a ocorréncia de estimulos
lesivos resultantes do meio externo ou do proprio organismo (LENT, 2001). Nessa
concepcao, a dor é considerada uma ocorréncia multifatorial, cuja sensacdo e percepc¢do
encontram variagdes para cada individuo, de acordo com as influéncias de fatores bioldgicos,
psicoldgicos e sociais, 0 que leva a uma impossibilidade de uma relacdo direta e proporcional
entre dor e lesdo tecidual (MELZACK E WALL, 1991).

Portanto, a dor € uma experiéncia consciente composta pela interacdo de
componentes discriminativos, que permite ao individuo reconhecer o estimulo como doloroso
e localizar em qual regido do corpo esta e, afetivo-emocional e cognitivos, que compreende
uma série de respostas defensivas, que vao desde a retirada de um membro até respostas
emocionais complexas, como situacdes de luta ou fuga, visando assim, a autopreservagédo
(BASBAUM; FIELDS, 1984).

No fim do século XIX, sugeriu-se a existéncia de nociceptores, receptores
sensoriais capazes de detectar lesdo tecidual ou estimulos potencialmente nocivos. Apds

deteccdo do estimulo por estes nociceptores, a informacao nociceptiva seria conduzida para o
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sistema nervoso central (SNC), onde seria interpretada. Posteriormente, constatou-se que a
existéncia de nociceptores ndo seria apenas na pele, mas também em mucosas, membranas e
orgaos viscerais (MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990).

Os nociceptores podem ser definidos como receptores sensoriais que Sao
ativados por estimulos nocivos e, apresentam-se como terminacdes nervosas livres
equivalentes a parte mais distal de um neurénio aferente de primeira ordem (MESSLINGER,
1997). Essas fibras nervosas sdo classificadas com base em seu diametro, grau de
mielinizacdo e velocidade de conducdo. As fibras mielinizadas A-delta, sdo de maior calibre
(2-6 um de didmetro) e conduzem estimulos nocivos térmicos e mecanicos com uma
velocidade em torno de 5 a 30 m/s. A ativagéo das fibras A-delta promove uma sensacao de
dor cortante e bem localizada. As fibras do tipo C, sdo amielinizadas, de menor calibre (0,4-
1,2 um de didmetro), de baixa velocidade de conducdo (menor que 2 m/s), sdo conhecidas
como nociceptores polimodais, pois respondem tanto a estimulos nocivos, mecénicos,
térmicos (acima de 45°C) e quimicos de alta intensidade, e a estimulos ndo nocivos, como o
toque, estimulo mecénico leve ou até mesmo alodinia, causada por um estimulo que
normalmente ndo produziria dor (WILLIS, 1985; MILLAN, 1999).

Estas fibras chegam de uma maneira altamente organizada no corno dorsal da
medula espinal, através da divisao lateral da raiz posterior dos nervos espinais. As fibras A-
delta e C dividem-se e avancam, ascendente ou descendentemente, de um a trés segmentos
espinais. Os corpos celulares dos neurdnios que recebem as primeiras aferéncias nociceptivas
situam-se no corno dorsal da medula nas zonas mais superficiais. As ldaminas | e Il recebem
fibras C e algumas fibras A-delta. Outras fibras A-delta penetram mais profundamente no
corno dorsal (Idamina V). As células presentes nas laminas | e VV ddo origem as principais vias
de projecdo do corno dorsal para o talamo (KANDELL et al., 2000). Os
neurotransmissores envolvidos nas aferéncias nociceptivas primarias sdo diversos,
particularmente, a substancia P, somatostatina, glutamato, entre outras substancias e
sensibilizam os nociceptores que sdo responsaveis pela hiperalgesia e pela vasodilatacdo
observadas em lesbes (MEYER et al., 2006; TEIXEIRA, 2006) e parecem ser transmissores
das aferéncias primarias ou facilitadores da expressdo de estimulos nociceptivos (FURST,
1999). Com isso, ap6s uma les&o, a dor é transmitida até o corno dorsal atraves destas fibras
aferentes primarias, sendo conduzida até o encéfalo por projecdes ascendentes da dor que sdo
amplamente complexas (MILLAN, 1999).
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Atualmente, séo conhecidas as seguintes vias ascendentes da dor: trato espino-
taldmico, trato espino-mesencefalico, espino-parabraquial, espino-hipotalamico e trato espino-
reticular (MILLAN, 1999). Dentre elas, os tratos espinotalamico, espinoreticular e
espinomesencefalico tém sido considerados as vias mais importantes na transmisséo aferente
da informacéo nociceptiva (WILLIS, 1985).

O trato espino-talamico envolve o feixe neo-espinotalamico, mais recente
evolutivamente e o trato espino-reticular envolve o feixe paleo-espinotalamico, mais antigo
evolutivamente. Ha evidéncias de que as projecdes do trato paleo-espinotalamico e do feixe
espino-reticular estejam mais envolvidas nos aspectos afetivo-emocionais da dor do que em
seu carater sensorio-discriminativo (PRICE; DUBNER, 1977).

Neste sentido, enquanto projecdes ascendentes processam a transmissao da dor
para estruturas superiores do SNC, vias descendentes inibitdrias da modulacéo da dor fazem o
caminho inverso das projecfes ascendentes e levam a inibicdo da nocicepcdo. Além do
sistema inibitorio descendente da dor, evidéncias demonstram a existéncia de um sistema
facilitatorio da nocicepcao (BOLLES; FANSELOW, 1980).

Portanto, o sistema modulador da nocicepcdo através das vias descendentes
exerce um controle bidirecional, sendo recrutado para suprimir respostas a estimulos
nociceptivos em situagOes caracterizadas por ameaca de lesdo ou estresse (BOLLES;
FANSELOW, 1980), ou contribuindo para o aumento da resposta nociceptiva em varias
condi¢cdes como uma estimulacdo nociva prolongada, inflamacgdo, injdria de nervos, entre
outros. Estas vias inibitorias e facilitatorias, sdo tonicamente ativas, porém a modulacéo entre
estas vias pode ser constantemente modificada em diferentes estados emocionais,
comportamentais e patolégicos (HEINRICHER et al., 2009).

Parte das estruturas envolvidas na modulacdo facilitatéria e inibitoria da dor
sdo as mesmas (HEINRICHER et al., 2009), com isso, a modulacdo da nocicep¢do recebe
impulsos diretos e indiretos de vias envolvidas com a transmissdo da nocicepcdo, através de
conexdes com o hipotalamo, estruturas limbicas, como amigdala, substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), cortex cingulado anterior e insula anterior, proporcionando um
mecanismo em que fatores como situagOes de alerta, expectativa e atengdo podem regular o
processamento da transmissao nociceptiva (FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2006).

1.2.  MODULACAO DA NOCICEPCAO
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As projecdes ascendentes enviam as informagdes nociceptivas para estruturas
superiores do SNC, enquanto que as vias inibitorias descendentes modulam de modo distinto
estas informacOes e levam a inibicdo da nocicepcdo até a medula. O mecanismo envolvido na
inibicdo da dor tem sido alvo de alguns estudos desde a descoberta de que a ativacdo de
estruturas limbicas acarreta em inibigdo da nocicepcdo (KELLY, 1986; RODGERS, 1995).

A partir desta informacdo, evidéncias demonstram que a nocicepgdo é considerada um
mecanismo de demarcacdo de limites, importante para a manutencdo da vida de muitos
animais, pois estes quando sdo confrontados com ameacas ao seu bem estar, a integridade
fisica ou a sobrevivéncia, além de exibirem respostas comportamentais, como fuga, luta,
congelamento, vocalizacdo e também respostas neurovegetativas, como taquicardia,
hipertensdo e defecacdo, denominados comportamentos recuperativos (KELLY, 1986;
RODGERS, 1995), apresentam também uma diminuicdo na percepcdo da dor ou
antinocicepcgédo (KELLY, 1986; RODGERS, 1995).

Visto que os estimulos nociceptivos proporcionam um conjunto de reflexos de
retirada, fuga e repouso e outros comportamentos recuperativos, a nocicep¢do apresenta claro
valor adaptativo, permitindo ao animal exibir reaces defensivas, como congelamento, luta e
fuga, mesmo que uma leséo tenha ocorrido, aumentando assim, suas chances de sobrevivéncia
(BOLLES; FANSELOW, 1980).

Neste contexto se insere a importancia do controle inibitério descendente da
nocicep¢do, um importante mecanismo em que a interacdo 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; NUNES-DE-SOUZA, 2009; BAPTISTA et al., 2012), ressaltando
que dor e o0s transtornos emocionais apresentam relacfes reciprocas, sendo que o medo e 0
estresse inibem ou diminuem a sensibilidade a dor (HAYTHORNTHWAITE; SIEBER,;
KERNS, 1991; RHUDY; MEAGHER, 2003), evidenciando assim a importancia deste estudo.

Evidéncias sugestivas de que estados emocionais aversivos [ex., chogue nas
patas (FANSELOW, 1984)] inibem a dor foram intensamente investigadas por Bolles e
Fanselow (BOLLES; FANSELOW, 1980). Estes autores sugeriram que esta inibicdo esta
relacionada a ativacdo de mecanismos analgésicos endégenos. Com a descoberta dos opidides
enddgenos, muitos modelos animais vém sendo desenvolvidos e empregados no estudo da

resposta nociceptiva, com a principal finalidade de selecionar drogas analgésicas que se
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mostrem mais eficazes para o tratamento da dor em humanos (FRAZER; HARRIS, 1967,
SHIH et al, 2008).

A antinocicep¢do induzida pelo medo € considerada um componente das
reacOes de defesa. Sem a existéncia de um sistema de inibicdo das transmissdes nociceptivas,
0s animais, ao entrarem em confronto com um predador, ndo poderiam adquirir
comportamentos de recuperacdo, induzidos pelo sofrimento, ao invés de apresentarem
comportamentos defensivos, induzido pelo medo, podendo mostrar a sua fragilidade a futuras
injarias e possivelmente a morte (FANSELON; BOLLES, 1979).

Evidencias substanciais sugerem que a alteragdo da resposta neural
comportamental e subjetiva da dor por estimulos sensoriais concomitantes e por situacdes de
alerta, expectativa e atencdo é consequéncia da ativacdo de redes no SNC que modulam a
transmissdo nociceptiva. Neste sentido, individuos que sofreram alguma injdria traumatica
durante competicfes ou combates frequentemente relatam auséncia de dor, apesar de esse
mesmo dano ser extremamente doloroso em outras circunstancias (FIELDS; BASBAUM;
HEINRICHER, 2006).

A exposicdo a situacbes ameacadoras de natureza inata ou aprendida acarreta
na exibicdo de um repertorio de comportamentos defensivos espécie-especificos, alteracdes
autondémicas e em inibicdo da dor, sendo concomitantemente relacionado as reagdes de
extrema importancia para a sobrevivéncia de uma espécie (DEAKIN; GRAEFF, 1991).
Embora tenha sido demonstrada a existéncia de uma relacao reciproca entre dor e distarbios
afetivos em modelos animais (BOCCALON et al., 2006; NARITA et al., 2006; HASNIE et
al., 2007; BENBOUZID et al., 2008), poucos estudos tém demonstrado quais 0S mecanismos

envolvidos na modulagéo da ansiedade/medo sobre a nocicepcao.
1.3.  COMPLEXO AMIGDALOIDE

Uma variedade de funcBes tem sido atribuida a amigdala, entre elas os
processos relacionados a memoria, atencdo, interpretacdo do significado emocional de
estimulos sensoriais, elaboracdo e producdo de reacbes emocionais de medo (LEDOUX,
2000). A amigdala faz parte do sistema limbico proposto por MacLean, 1949, porém néo era
considerada uma area limbica importante até meados da década de 1930. Neste periodo
demonstrou-se sua importancia para a sindrome de Kluver-Bucy, distirbio comportamental
que ocorre quando ambos os lobos temporais, esquerdo e direito do cérebro, ndo funcionam
adequadamente (BUCY; KLUVER, 1937, 1938). A regido amigdaloide encefalica foi
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identificada no século XIX por Burdach (1819-1822), sendo nomeada, de acordo com a lingua
grega, devido a sua semelhanca a uma estrutura em formato de améndoa, &rea hoje
reconhecida como composta de subndcleos ao invés de uma regido inteira (SWANSON;
PETROVICH, 1998).

A amigdala é composta de grupos heterogéneos e complexos de nucleos e &reas
corticais, localizando-se bilateralmente ao lobo temporal anterior do encéfalo, préximo a
formacéo hipocampal (AMARAL; BASSET, 1989; AMARAL; INSAUSTI, 1992).

A presenca de uma via comum entre a SCP e a amigdala sugere uma
modulacdo do complexo amigdal6ide com as areas limbicas e a SCP (GRAEFF et al., 1993;
SAH et al., 2003), sendo possivel a ocorréncia de uma interacdo entre o complexo
amigdaloide e a SCP dorsal, compondo assim uma das principais estruturas a expressarem as
reacOes de defesa (LEDOUX, 1993; RIZVI et al., 1991; GRAEFF, 1993). Fanselow (1991),
sugere que a amigdala teria a fungdo de avaliar o grau de ameaca dos Vvarios estimulos que
indicam o perigo, processando e enviando essas informagdes para a SCP, a qual seria
responsavel por organizar devidamente a resposta comportamental defensiva.

As informacgbes sensoriais alcangam a amigdala principalmente através do
nacleo lateral, e tem-se 0 nucleo central como via de saida dessas informacdes ja processadas
pelos outros ndcleos amigdalGides, tais como o nucleo basolateral. Informagdes polimodais,
altamente processadas, de relevancia afetiva e cognitiva alcancam a amigdala via talamo e
areas corticais superiores (SHI; DAVIS, 1999; LEDOUX, 2000). Atraveés de prolongamentos
das vias do sistema espinohipotalamico e espinotalamico, o circuito correspondente ao ndcleo
lateral, basolateral e central recebe informacdes referentes a dor provenientes do talamo e
cortex insular (MILLAN, 1999; SHI; DAVIS, 1999; LEDOUX, 2000). Outra evidéncia
também demonstra que aferéncias nociceptivas diretas vindas da medula espinal e do tronco
encefalico inervam a amigdala (NEUGEBAUER et al, 2004).

Através destas informacgdes aferentes nociceptivas, estudos indicam que a
amigdala estd envolvida em um papel importante no processamento central da dor, sendo que
esta estrutura limbica participa da via ascendente e descendente da dor, por ser uma estrutura
encefélica que recebe, integra e modula as informacdes nociceptivas (NEUGEBAUER et al.,
2004). Considerada como um substrato neural de interacdes entre dor e emocao, € considerada
amigdala nociceptiva (HEINRICHER; McGARAUGTHY, 1999; FIELDS, 2000; MEAGHER

et al., 2000), além de estar implicada na modulacdo da nocicepg¢éo atraves do aumento da dor
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(hiperalgesia) e da diminuicéo da dor (hipoalgesia ou analgesia), executando um papel crucial
no controle inibitorio descendente da dor (NEUGEBAUER et al., 2004).

A amigdala, um complexo subcortical de nucleos, tem se mostrado envolvida
no mecanismo da antinocicep¢ao induzida pelo medo, além de ser um complexo de interface
entre 0s estimulos sensoriais e emocionais (LEDOUX, 1989). Além disso, evidéncias tem
demonstrado que a estimulagdo desta estrutura pode induzir reacbes de medo ou ansiedade
(DAVIS, 1992), acompanhada por analgesia (HELMSTETTER; BELLGOWAN, 1993),
preconizando assim sua participacdo no sistema de defesa e na modulagcdo da nocicepcéo.
Nesse sentido, Myers et al. (MYERS et al., 2007) demonstraram que a ativacdo do nucleo
central da amigdala aumenta a resposta visceromotora ao teste de distencdo colorretal,
enquanto a desativacdo deste mesmo nulcleo atenuou as respostas afetivo-emocionais
relacionadas a dor (NEUGEBAUER et al., 2009), sugerindo que a amigdala processa 0s
estimulos nociceptivos aferentes e participa tanto da modulacdo do componente sensorial

como do componente emocional da dor.

14. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Entre as formas de antinocicepcdo induzida por estimulos ambientais, a
antinocicepc¢do desencadeada por estimulos de respostas ao medo é amplamente estudada e
com isso tem-se desenvolvidos varios testes para esta finalidade (BOLLES; FANSELOW,
1980). Neste sentido, a procura por modelos animais que permitam avaliar a influéncia do
medo sobre a nocicepgdo resultou no emprego do teste do labirinto em cruz elevado. O LCE
foi originalmente proposto por Handley; Mithani (1984), tendo sido posteriormente validado
por métodos farmacoldgicos, fisioldégicos e comportamentais por Pellow et al. (1985) e Lister
(1987) para o estudo da ansiedade em ratos e camundongos, respectivamente.

O modelo é também utilizado para avaliar o perfil ansiolitico e ansiogénico de
drogas (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985; CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005) permitindo avaliar a influéncia da averséo sobre a nocicepcdo (STEPHENS et al., 1986;
LEE; RODGERS, 1990; CONCEICAO et al., 1992). Assim, Lee e Rodgers (1990)
demonstraram que a exposicdo de camundongos ao LCE desencadeia reacoes
comportamentais defensivas e produz antinocicepcdo avaliada pelo teste da retirada da cauda
(tail-flick test).
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Em experimentos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, camundongos
expostos ao LCE nédo exibem marcante reducdo da resposta nociceptiva, verificada pelo teste
da formalina. No entanto, quando confinados aos bracos abertos do LCE (NUNES-DE-
SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009) ou expostos ao LCE aberto (LCEa: com 4
bracos abertos) (MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005; 2009; MENDES-GOMES
et al., 2011) verifica-se antinocicepcao de elevada magnitude.

O LCEa ¢ similar ao LCE, apresentando os quatro bracos abertos, e nao
permite ao animal esquivar-se do ambiente ameacador (bracos abertos). Além da intensa
resposta antinociceptiva, camundongos expostos ao LCEa também apresentam elevadas
concentracOes de corticosterona plasméatica (MENDES-GOMES et al., 2011), confirmando a
natureza aversiva deste ambiente e corroborando evidéncias anteriores que indicam serem 0s
estados emocionais aversivos dependentes do tipo de estressores aos quais estdo associados,
isto é, se escapaveis ou ndo (HENRY; STEPHENS, 1977; BLANCHARD et al., 1993;
LOVICK, 1993; TESKEY; KAVALIERS, 1995).

As investigacdes sobre os substratos da resposta antinociceptiva exibida por
roedores expostos ao LCE tem mostrado que esse tipo de inibicdo da dor é insensivel as
injecdes sistémicas de antagonistas de receptores opidides, quando confinados no BA do LCE
(NUNES-de-SOUZA et al., 2000) ou quando expostos ao LCEa (CORNELIO; NUNES-DE-
SOUZA, 2009) ou do agonista benzodiazepinico midazolam quando expostos ao LCEa
(MENDES-GOMES, NUNES-DE-SOUZA, 2005). Por outro lado, a antinocicepcdo eliciada
pelo confinamento no BA do LCE é atenuada com injecdo sisttmica de baixas doses do
agonista do receptor 5HT;a da serotonina 8-OH-DPAT (NUNES-de-SOUZA et al., 2000),
assim como a injecdo intra-amigdala de midazolam (NUNES-de-SOUZA et al., 2000;
BAPTISTA et al., 2009).

1.5. SISTEMA SEROTONERGICO

A neurotransmissdo serotonérgica origina-se no mesencéfalo, precisamente nos
nacleos da rafe, regido caracterizada por apresentar alta densidade de corpos neuronais
serotonérgicos e projetar aferéncias para outras areas do encefalo. A serotonina € um
neurotransmissor abundante no SNC e participa no processo de neuroplasticidade em

neurbnios serotonérgicos, assim como no processo de desenvolvimento e maturacdo de
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diversos sistemas neuronais (MAZER et al., 1997; WHITAKER; AZMITIA 1986;
WHITAKER; AZMITIA et al., 1996).

O sistema serotonérgico é composto por 15 subtipos que se diferenciam em
alguns aspectos como afinidade pela serotonina, por agentes agonistas e antagonistas,
localizacdo e disposicdo nos neurbnios pré ou pos-sinapticos (HOYER et al., 2002;
HANNON; HOYER, 2008). S&o divididos em 6 classes de receptores metabotrdpicos,
ligados a proteina de guanosina (5-HTy [5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1c, 5-HTip, 5-HT1g] , 5-HT;
[5-HT2a, 5-HT2g, 5-HTac], 5-HT4, 5-HTs [5-HTsa, 5-HTsg], 5-HTg € 5-HT7) e uma classe de
receptor do tipo ionotrépico, ligado ao canal iénico (5-HT3 [5-HTsa, 5-HT3g]) (HOYER,
HANNON, MARTIN, 2002).

Dentre os diferentes subtipos de receptores existentes, 0s receptores 5-HTa €
5-HT,c tém sido amplamente estudados com relacdo a modulacdo dos processos de ansiedade
(DEAKIN et al., 1992; GRAEFF, 1997; MILLAN, 2003), entretanto os estudos envolvendo o
papel da serotonina na modulacdo da dor sdo marcados por resultados inconsistentes
(SOMMER, 2004; 2006).

Os receptores 5-HTia séo localizados especialmente no nucleo central,
enquanto que os receptores 5-HT,c sdo amplamente localizados no nucleo basolateral (LI et
al., 1997, 2003). Com isso, na busca pela elucidacdo do envolvimento dos receptores 5-HT1a
e 5-HT,c, alguns resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstram o complexo
papel da serotonina na modulacdo da ansiedade em camundongos expostos ao LCE, apos a
administracdo de agonistas e antagonistas de receptores 5-HT;5 € 5-HT,c em diferentes
estruturas do SNC (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; CANTO-DE-SOUZA et al., 2002;
NUNES-DE-SOUZA et al., 2002; CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2007; NUNES-DE-
SOUZA et al., 2008; MENDES-GOMES et al., 2011).

Os receptores 5-HT1a localizam-se principalmente na regido somatodendritica
dos neurbnios, sdo acoplados a proteina de guanosina (Gi/o) que apds ativacdo inibem a
adenilato ciclase, reduzindo a formacdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPC),
promovendo a abertura dos canais de potéssio (hiperpolarizagdo) e inibindo canais de célcio
(ALBERT et al., 1990). Pré-sinapticamente, os receptores 5-HT;a sd0 denominados auto-
receptores inibitérios dos neurdnios serotonérgicos e encontram-se no mesencéfalo, mais
precisamente nos nucleos dorsal e mediano da rafe, controlando a liberacdo da serotonina para
a fenda sinaptica (HANNON; HOYER, 2008). Os receptores 5-HTia pOs-sinadpticos sdo

heterorreceptores encontrados mais densamente em neur6nios das regides corticais, nucleo
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septal, amigdala e hipocampo podendo modular a liberacdo de outros neurotransmissores
(CELADA; BORTOLOZZI; ARTIGAS, 2013).

Os receptores metabotrépicos 5-HT,c, apds ativacdo aumentam a atividade da
fosfolipase C, elevando a concentracdo intracelular de calcio (HANNON; HOYER, 2008).
Estes receptores sdo amplamente distribuidos e podem ser encontrados em areas como cortex
cerebral, hipocampo, amigdala, entre outros (HANNON; HOYER, 2008).

Resultados da literatura relacionando a atuacdo dos receptores serotonérgicos
5-HT;a localizados na amigdala apresentam dados discrepantes, pois a estimulacdo desta
estrutura com o agonista 8-OH-DPAT provocou efeitos ansiogénicos, porém ndo atenuou a
resposta antinociceptiva em camundongos confinados aos bragos abertos do LCE (NUNES
DE SOUZA et al., 2000). Entretanto no estudo de Zangrossi et al. (1999), os autores relatam
gue o 8-OH-DPAT produziu efeito ansiolitico, pois aumentou o tempo gasto nos bracos
abertos do LCE. Resultado semelhante foi observado com o 8-OH-DPAT apresentando
caracteristicas ansioliticas em ratos avaliados no labirinto em T- Elevado (ANDRADE
STRAUSS et al. (2013).

Em relacdo ao subtipo de receptor 5-HT,c 0s resultados apresentam maior
consisténcia em relacdo as reacdes de defesa (VICENTE; ZANGROSSI; 2012). Assim, 0s
resultados demonstram que agonistas, como IL-639, WAY-161503 e MK-212 (agonistas
seletivos 5-HT,c) e mCPP (agonista ndo seletivo 5-HT,g,c) microinjetados na amigdala
apresentam caracteristicas ansiogénicas (DE MELLO CRUZ et al., 2005), estando muitas
vezes associados a estimulos nociceptivos aversivos (CHRISTIANSON et al.,, 2010). No
estudo recente de Vicente e Zangrossi, (2012), a microinje¢do do agonista MK-212 no ndcleo
basolateral da amigdala de ratos facilitou a aquisicdo da esquiva inibitéria no labirinto em T-

Elevado, sugerindo efeitos ansiogénicos.

1.6. SEROTONINA E NOCICEPCAO

A utilizacdo de drogas inibidoras seletivas da recaptacdo de serotonina (ISRS)
tem sido objeto de varios estudos, principalmente por serem utilizadas na terapéutica de
transtornos de ansiedade e depressdao (NASH; HACK, 2002; HOMBERG et al., 2010). Além
disso, alguns estudos observaram o papel de antidepressivos na modulacéo das vias da dor
(TOMKINS et al, 2001; SALERNO et al., 2002; MCCLEANE, 2008), visto que, esta classe

de drogas apresentou efeitos antinociceptivos em estudos clinicos (JUNG et al., 1997;
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STONE et al., 2003) e em estudos com animais (DUMAN et al., 2004; KESIM et al., 2005;
OTSUKA et al., 2001).

O mecanismo de acdo destes farmacos envolve 0 aumento da concentracéo de
serotonina na fenda sindptica, devido ao blogqueio de sua recaptacdo (KRISHNAN;
NESTLER, 2008). Neste sentido, tanto a SCP, quanto a amigdala recebem projecdes de fibras
provenientes do nacleo dorsal da rafe através dos tratos periventricular e prosencefalico
(AZMITIA, 1978). Com isso, Deakin e Graeff, (1991) sugeriram que frente a estimulos
aversivos estas vias serotonérgicas seriam ativadas, ocasionando um aumento da liberacdo de
serotonina em ambas as estruturas. Portanto a ativacdo dessas vias modularia diferentes
respostas comportamentais defensivas. Especificamente, na SCP, o aumento da concentragéo
de serotonina inibiria a expressdao de comportamentos ocasionados por ameacas reais ou
proximais. J& na amigdala este aumento proporcionaria a expressao de comportamentos que
ocorrem em resposta a estimulos potenciais ou distantes e que envolvem conflito entre a
aproximagéo e a esquiva (GRAY; McNAUGHTON, 2000). Consequentemente, a serotonina
exerceria um papel dual, visto que integraria diferentes tipos de reacdes comportamentais de
defesa (DEAKIN; GRAEFF, 1991).

A utilizacdo desta ampla classe de farmacos, que incluem o citalopram,
fluoxetina, paroxetina, sertralina, entre outros, na terapéutica de diversas sindromes dolorosas
se da uma vez que, a depressdo € um sintoma frequente em pacientes com dor cronica,
sugerindo assim que esses estados possuem alguns mecanismos bioguimicos em comum
(BLACKBURN-MUNRO; BLACKBURN-MUNRO, 2001; SUZUKI et al., 2004).

Neste sentido, Pendersen et al. (2005) observou o efeito antinociceptivo
promovido pela administracdo aguda de fluoxetina em ratos submetidos ao teste de retirada da
cauda e teste de formalina na pata (PEDERSEN et al., 2005). A acdo da fluoxetina sobre as
respostas nociceptivas tém sido investigada em roedores (HACHE ET AL. 2012,
MCCLEANE, 2000; SAWYNOK et al. 1999; SCHREIBER; PICK 2006; SIKKA et al. 2011;
SINGH et al. 2001), em que este farmaco apresentou um aumento dose-dependente da
antinocicepgéo (SCHREIBER; PICK, 2006).

Outro aspecto interessante desta classe de farmacos envolve a interacdo dos
mesmos com receptores serotoninergicos. Neste sentido, estd o estudo de Vicente e Zangrossi
(2012, 2014) que demonstraram que os ISRS interagem com os receptores 5HT14 € 5SHT,c na
amigdala de ratos. Outras evidéncias demonstraram que a microinje¢do intra-substancia

cinzenta periaquedutal de 8-OH-DPAT acentuou as respostas ansioliticas apds a
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administracdo cronica de fluoxetina e sertralina, sugerindo assim a ocorréncia de uma
modulacdo desta classe de farmacos com os receptores 5HT1a € 5HT, (ZANOVELI et al.,
2007, 2010).

Recentemente, verificou-se o envolvimento dos receptores 5HT14 € 5SHT,c com
a fluoxetina na SCPd (Baptista-de-Souza et al., 2015). Estes autores evidenciaram através do
tratamento sisttmico combinado de fluoxetina e o agonista dos receptores 5HT;a, 8-OH-
DPAT intra-SCP que a fluoxetina é capaz de reverter completamente a antinocicep¢édo
induzida pelo confinamento ao BA do LCE. E o que os receptores 5-HT,c localizados na
SCPd, exercem uma modulagéo tonica sobre este tipo de antinocicepcéo, e a atividade deste
subtipo de receptor serotonérgico, interfere na acdo dos receptores 5-HTia, presentes na
SCPd. Além do mais, sugerem que a fluoxetina é capaz de atuar como antagonista dos
receptores 5-HT,c, revertendo o aumento da antinocicepc¢do induzido pelo tratamento intra-
SCPd de MK-212 (agonista 5-HTc).

Diante das evidéncias descritas acima, podemos afirmar que a fluoxetina
bloqueia a recaptacdo de serotonina, produzindo antinocicepcdo em roedores. Entretanto
necessita ser investigado quais os subtipos de receptores estdo envolvidos na resposta de
inibicdo da nocicepcdo. Assim, permanece desconhecido qual o papel dos receptores 5SHT 4 €
5HT,c localizados na amigdala sobre a nocicep¢édo e antinocicepcao e as possiveis interacoes
destes subtipos de receptores serotonérgicos com o tratamento concomitante com fluoxetina

em camundongos confinados nos bracos abertos e fechados do LCE.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Este estudo avaliou os efeitos da fluoxetina sobre a modulagdo da nocicepcgdo pelos
receptores 5-HT1a € 5-HT,c da amigdala em camundongos confinados nos bracos abertos
(BA) e fechados (BF) do LCE.

2.2.  Objetivos especificos

Avaliar os efeitos das microinjecbes de 8-OH-DPAT (agonista do receptor
5HT;) na amigdala sobre a antinocicepcdo induzida pelo confinamento nos bragos abertos do
LCE.

Avaliar os efeitos das microinjeces de MK-212 (agonista do receptor 5HTyc)
na amigdala sobre a antinocicepc¢éo induzida pelo confinamento nos bracos abertos do LCE.

Avaliar as possiveis alteracfes das respostas das microinjecdes de 8-OH-DPAT
e MK-212 com o tratamento concomitante de fluoxetina sobre a antinocicepgao e nocicepgéo
em camundongos expostos ao LCE.
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MATERIAL E METODO
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3.1.  Sujeitos

Foram utilizados camundongos da cepa Suigo-albino, machos, pesando 25-30
gramas, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sdo Carlos/UFSCar. Os
animais foram agrupados em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm), mantidos em condicdes
controladas de temperatura (23 = 1 °C), umidade (55 £ 5%), luz (ciclo claro escuro de
12/12horas, luzes acesas as 7:00 e apagadas as 19:00 horas) e livre acesso ao alimento e &gua,

exceto durante os curtos periodos do teste.

3.2. Etica

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos - CEUA/UFSCar (processo
n° 029/2014, Anexo 1). Os experimentos seguiram as normas e preceitos especificados pela
diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos,
elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA.

3.3. Drogas

Para o tratamento intra-amigdala foram utilizados:
- 8-OH-DPAT (agonista 5-HT;a) — bromidrato de (£)-8-hidroxi-2-(di-n-propil-amino)
tetralina [Sigma PM: 328,3 g (nas doses de 5,6 e 10 nmol)].
- MK-212 (agonista 5-HT,c) (6-cloro-2-(1-piperazinil)-pirazina) [Tocris, Cookson,
Ballwin,USA (nas doses de 0,21 e 0,63 nmol)].

No tratamento sistémico utilizou-se Fluoxetina (2,5 mg/kg, s.c.; Sigma/RBI),
diluido em salina (0,9% NaCl), (SINGH et al., 2001).

As doses utilizadas foram baseadas em estudos prévios (NUNES-DE-SOUZA
et al., 2000; SINGH et al., 2001; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2009).

Com excecdo da fluoxetina, as demais drogas foram preparadas em veiculo
(solucéo fisiologica com 2% de Tween 80) e 0,1uL foi microinjetado bilateralmente. O

mesmo veiculo foi injetado nos animais do grupo controle (grupo veiculo).

3.4. Cirurgia e microinjecao

Os animais foram anestesiados com solucdo de cloridrato de cetamina e
xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente). Apds a tricotomia da regido da

cabeca, os camundongos foram fixados a um aparelho estereotédxico (Insight Instruments,
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Brasil) e 0s mesmos passaram por cirurgia para a implantacdo intracraniana bilateralmente de
canula-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento (Insight Instruments, Brasil). As canulas
foram direcionadas para o complexo amigdaldide e as seguintes coordenadas estereotaxicas
foram utilizadas: AP = - 1,3mm; LM= -3,3mm; DV= -2,8mm, tendo o bregma como
referéncia (PAXINOS; FRANKLIN, 2001).

A ponta das canulas-guia foram posicionadas a = 2,0 mm dorsal a estrutura
alvo. As canulas foram fixadas no cranio por uma prétese de resina acrilica autopolimerizavel
presa a um parafuso de aco inoxidavel fixado a calota craniana. Para evitar problemas com
obstrugdo, entupimento e reduzir contaminacgdo, foi introduzido em cada cénula-guia um
mandril de aco inoxidavel do mesmo comprimento da canula o qual foi removido durante o
procedimento de injecao.

Ao final da cirurgia, os animais receberam injec@es do analgésico cetoprofeno
(5 mg/kg, i.p.) (LU et al., 2004; GARBER et al., 2010) e do antibi6tico ceftriaxona (4 mg/kg,
i.p.) (STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014), para evitar possiveis infeccbes Os animais
permaneceram em recuperacdo por 4 a 5 dias apds a cirurgia, e posteriormente foram
submetidos ao teste comportamental.

No dia do teste, em todos os experimentos, as injecOes foram realizadas
simultaneamente nos dois hemisférios por meio de duas agulhas de injecdo (33-gauge). As
agulhas foram inseridas dentro de cada uma das canulas-guia para a injecdo bilateral de
solugdes na amigdala, sendo que o comprimento de cada agulha ultrapassou 2,0 mm a ponta
da canula-guia. Cada agulha de injecdo foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10)
a duas microseringas Hamilton (10pL). Para o controle do volume e do tempo de injecdo das
drogas foi utilizada uma bomba de microinjecdo digital (BI2000 Insight Equipamentos)
programada para injetar 0,1uL de solucdo durante um periodo de 60 segundos. O
procedimento de microinjecdo consistiu na remocdo do mandril, insercdo da agulha de
injecdo, injecdo das solugdes por 60 segundos, permanéncia da agulha de injecédo por 90
segundos, para se evitar o refluxo das drogas, enquanto o animal foi contido manualmente
pelo experimentador com auxilio de uma flanela. O movimento de uma pequena bolha de ar
no tubo de polietileno antes, durante e depois das injecdes confirmou o fluxo da solugédo
(NUNES-DE-SOUZA et al., 2008).
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3.5.  Labirinto em Cruz Elevado

O aparato utilizado foi confeccionado em madeira e consiste em dois bracos
abertos (BA) (30 x 5 x 0,25 cm) unidos ortogonalmente a dois bracos fechados (BF) (30 x 5 x
15 cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de madeira (modificado de LISTER ,
1987), com portas removiveis nas entradas dos bracos fechados e abertos do aparelho
(NUNES-DE-SOUZA et al., 2000), o que possibilita o confinamento do animal aos bracos do
aparelho por 5 minutos. Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (8:30-
17:00 horas).

Figura 1: Labirinto em Cruz Elevado

3.6.  Teste Nociceptivo

A nocicepcdo foi avaliada pelo teste de contor¢fes abdominais, descrito por
Vander Wende; Margolin (1956) que observaram; ‘“severas contragdes da musculatura
abdominal, acompanhada pelas contor¢gdes que se estendem por todo o corpo e para 0s
membros traseiros”. Neste estudo, as contor¢des foram induzidas pela injegao intraperitoneal
(i.p.) de acido aceético a 0,6% (10 ml/kg).

Durante os experimentos foi realizado o registro do nimero de contorcGes
abdominais dos sujeitos. Apds cada intervalo do confinamento aos BA e BF, os
compartimentos foram limpos com alcool a 20% (v/v) e secos com papel toalha. Os
experimentos foram filmados por uma cdmera conectada a um computador alocado em uma

sala adjacente a sala de testes, e os resultados coletados foram analisados posteriormente.

3.7.  Histologia
Apo6s o término dos testes comportamentais, 0s animais receberam injecado

bilateral intra-amigdala de 0,1 ul de uma solugao de 1% de azul de metileno, de acordo com o
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procedimento descrito para a inje¢do de drogas. Os animais foram eutanasiados com o0 uso de
uma camara de CO,, seus cérebros removidos e acomodados em recipientes contendo solucéo
de formalina (10%). Posteriormente, os encéfalos foram levados ao criostato (Leica
CM1850), onde seccBes coronais de 60pum foram realizadas e adequadamente montadas em
laminas, para verificagdo no microscépio (Olympus BX41TF) do sitio de microinjecéo,
segundo o Atlas de Paxinos e Franklin (2001). Foram incluidos nas analises estatisticas
somente os dados dos animais que tiveram a ponta da microinjecao localizada no complexo

amigdaloide, nos dois hemisférios cerebrais.

3.8. Delineamento Experimental
3.8.1. Experimento 1: Avaliacdo dos efeitos intra-amigdala de 8-OH-DPAT sobre a
nocicepcao e a antinocicepcao.

Quatro ou cinco dias apds a cirurgia estereotaxica para implantagdo de canulas-
guia na amigdala cada camundongo recebeu inje¢Bes intra-amigdala de veiculo ou 8-OH-
DPAT nas doses de 5,6 ou 10 nmol, e, ap6s 5 minutos, uma injecdo de acido acético (estimulo
nociceptivo), 0,6% (0,1 ml/10g por peso corporeo, i.p.). Apos a confirmacdo do inicio das
contorgdes, os camundongos foram confinados ao BA ou ao BF do LCE durante 5 minutos
para o0 registro do ndmero de contor¢Bes abdominais. Imediatamente ap6s o término do
experimento, os encéfalos dos camundongos foram removidos para posterior analise
histoldgica.

Quando as contor¢Bes ndo ocorreram em até 5 minutos, os animais foram
descartados do experimento. Entretanto, neste estudo apenas dois animais do Experimento 1,
dois animais do Experimento 2 e um animal do experimento 3 ndo contorceram.

O mesmo protocolo experimental descrito acima foi repetido para 0s

experimentos descritos abaixo.

Tabela 1. Grupos experimentais formados no Experimento 1

Tratamento Confinamento no LCE
(nmol/0,1uL)
BA BF
Veiculo n=10 n=10
8-OH-DPAT 5,6 n=12 n=12
8-OH-DPAT 10 n=12 n=10

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo.
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3.8.2. Experimento 2: Avaliagdo dos efeitos das injecoes combinadas de fluoxetina
2,5mg/kg e 8-OH-DPAT intra-amigdala sobre a nocicepgao e a antinocicepgao.

Os camundongos receberam tratamento subcutaneo com salina ou fluoxetina
(2,5mg/Kg, i.p.) e ap6s 30 minutos injecBes intra-amigdala de veiculo ou 8-OH-DPAT
(10nmol), dose selecionada no Experimento 1. O procedimento para avaliar a nocicepgéo e a
antinocicepgéo induzida pelo confinamento no BA ou BF do LCE foi semelhante ao descrito

para o Experimento 1.

Tabela 2. Grupos experimentais formados no Experimento 2

Tratamento Confinamento no LCE
BA BF
Salina + Veiculo n=9 n=10
Salina + 8-OH-DPAT (10nmol/0,1pL) n=11 n=12
Fluoxetina (2,5 mg/Kg) + Veiculo n=28 n=10
Fluoxetina (2,5 mg/Kg) + 8-OH-DPAT (10nmol/0,1pL) n=9 n=9

Os nameros representam o total de camundongos utilizados por grupo

3.8.3. Experimento 3: Avaliacdo dos efeitos intra-amigdala de MK-212 sobre a
nocicepc¢ao e a antinocicepcao.

Os camundongos receberam injecdes intra-amigdala de veiculo ou MK-212 nas
doses de 0,21 ou 0,63 nmol e, apdés 5 minutos, injecdo de &cido acético (estimulo
nociceptivo), 0,6% (0,1 ml/10g por peso corpéreo), (i.p.). O procedimento para avaliar a
nocicep¢cdo e a antinocicep¢do induzida pelo confinamento no BA ou BF do LCE foi

semelhante ao descrito para o Experimento 1.

Tabela 3. Grupos experimentais formados no Experimento 3

Tratamento Confinamento no LCE
(nmol/0,1pL)
BA BF
Veiculo n=38 n=13
MK-212 0,21 n=11 n=11
MK-212 0,63 n=11 n=11

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo.

3.8.4. Experimento 4: Avaliacdo dos efeitos das inje¢des combinadas de fluoxetina

2,5mg/kg e MK-212 intra-amigdala sobre a nocicepcéo e a antinocicepcao.
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Os camundongos receberam tratamento subcutaneo com salina ou fluoxetina
(2,5mg/Kg, i.p.) e apos 30 minutos injecdes intra-amigdala de veiculo ou MK-212 na dose de
0,63nmol (dose selecionada no Experimento 3). O procedimento para avaliar a nocicepcéo e
a antinocicepcao induzida pelo confinamento no BA ou BF do LCE foi semelhante ao

descrito para o Experimento 1.

Tabela 4: Grupos experimentais formados no Experimento 4

Tratamento Confinamento no LCE
BA BF
Salina + Veiculo n=9 n=12
Salina + MK-212 (0,63nmol/0,1uL) n=10 n=10
Fluoxetina (2,5 mg/Kg) + Veiculo n=9 n=9
Fluoxetina (2,5 mg/Kg) + MK-212 (0,63nmol/0,1uL) n=9 n=28

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo.

3.9.  Analise Estatistica

Os dados obtidos nos experimentos 1 e 3 foram avaliados por uma anélise de
variancia (ANOVA) de dois fatores (tratamento x local de confinamento). Os dados obtidos
nos experimentos 2 e 4 foram avaliados por uma analise de variancia (ANOVA) de trés
fatores (tratamento sistémico X tratamento intra-amigdala x local de confinamento). Nos casos
de significancia, a andlise foi seguida pelo teste de comparagcdes multiplas de Duncan. Os

valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados como significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1. Histologia

As anélises histologicas confirmaram que 285 camundongos receberam a
implantacdo das canulas bilateralmente na amigdala para a realizacdo dos Experimentos 1 a 4
(Fig. 2A e 2B).

Sessenta e seis animais foram utilizados no Experimento 1 para investigar os
efeitos do 8-OH-DPAT intra-amigdala (veiculo, 5,6 e 10 nmol) sobre a nocicepgdo e
antinocicepc¢do conforme distribuicdo apresentada na Tabela 1.

Setenta e oito animais foram utilizados no Experimento 2 para avaliar 0s
efeitos das injecdes combinadas de fluoxetina (2,5mg/Kg, s.c.) e 8-OH-DPAT (10 nmol)
intra-amigdala sobre a nocicepcdo e antinocicepcdo conforme distribuicdo apresentada na
Tabela 2.

Sessenta e cinco animais foram utilizados no Experimento 3 para investigar 0s
efeitos do MK-212 intra-amigdala (veiculo, 0,21 e 0,63 nmol) sobre a nocicepcdo e
antinocicepgédo conforme distribuicdo apresentada na Tabela 3. Setenta e seis camundongos
foram utilizados no Experimento 4 para avaliar os efeitos das injecGes combinadas de
fluoxetina (2,5mg/Kg, s.c.) e MK-212 (0,63 nmol) intra-amigdala sobre a nocicepcdo e

antinocicepgéo conforme distribuigdo apresentada na Tabela 4.
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Figura 2: (A) Esquema de secBes coronais representando alguns dos sitios de injecdo na
amigdala de camundongos. Os circulos em preto representam as reas de infusdo da droga na
estrutura-alvo. Os circulos em cinza representam sitios de injecdo fora da estrutura-alvo
(PAXINOS; FRANKLIN, 2001). O numero de circulos é inferior ao nimero de acertos
devido a sobreposicdo dos pontos. (B) Fotomicrografia de uma secgdo coronal de um sujeito
representativo mostrando um sitio de injecdo na amigdala de um camundongo. As sec¢es
ocorreram a -1,06mm posterior ao bregma.

4.2. Experimento 1: Efeitos do 8-OH-DPAT intra-amigdala sobre a nocicepgao e
antinocicep¢cdo em camundongos.

A ANOVA de duas vias (local do confinamento x tratamento) mostrou
diferenca significativa do local do confinamento (Fig= 266,55, P<0,05), do tratamento
(F260= 60,37, P<0,05) e efeitos da interacdo entre confinamento x tratamento (F,e0= 5,81,
P<0,05). Comparacdes posteriores (teste de Duncan) confirmaram que o confinamento de
camundongos no BA produziu menor nimero de contor¢des abdominais quando comparados
aos confinados no BF, independente do tratamento recebido. Os animais confinados no BA e
BF que receberam 8-OH-DPAT (10nmol) apresentaram aumento no ndmero de contor¢des
guando comparados aos animais que receberam veiculo o que caracteriza a atenuacdo da

antinocicepgéo (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do 8-OH-DPAT, administrado intra-amigdala sobre a antinocicep¢do em
camundongos confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE (n=10-12). As barras
representam as médias e o erro padrdo da media (M+EPM) do numero de contorgdes
abdominais. #P<0,05 comparado ao respectivo grupo confinado no brago fechado. *P<0,05
comparado ao respectivo grupo controle (veiculo).
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4.3. Experimento 2: Efeitos das inje¢des combinadas de fluoxetina (2.5mg/Kg, s.c.) e
8-OH-DPAT (10 nmol) intra-amigdala sobre a nocicep¢do e antinocicepcdo em
camundongos.

A ANOVA de trés vias (local de confinamento x tratamento sistémico x
tratamento intra-amigdala) mostrou diferenca significativa do local de confinamento
(F1,70=101,08, P<0,05) e do tratamento intra-amigdala (F170=62,93, P<0,05). Auséncias de
efeitos foram observados para o tratamento sistémico (F170=0,17, P>0,05), da interacdo entre
0 local de confinamento x tratamento sistémico (F 70=2,14, P>0,05), para a interacdo entre o
local de confinamento x tratamento intra-amigdala (F1 70=3,07, P>0,05), para a interagdo entre
o0 tratamento sistémico x tratamento intra-amigdala (F170=0,085, P>0,05) e para a interacdo
entre local de confinamento X tratamento sistémico x tratamento intra-amigdala (F1 70=0,007,
P>0,05]. Comparacbes posteriores (teste de Duncan) confirmaram que o confinamento de
camundongos no BA produziu menor nimero de contor¢des abdominais quando comparados
aos confinados no BF, independente do tratamento recebido. Assim como no Experimento 1,
0s animais que receberam 8-OH-DPAT (10nmol) apresentaram um aumento no namero de
contorcBes quando comparados aos animais que receberam veiculo, independentemente do
confinamento no BA ou BF. Os animais tratados com fluoxetina e 8-OH-DPAT (10nmol) né&o
apresentaram alteracdes quando comparados ao grupo salina+8-OH-DPAT (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do tratamento agudo com fluoxetina (2,5 mk/kg, s.c.) concomitante ao
tratamento intra-amigdala de 8-OH-DPAT (10 nmol) sobre antinocicep¢do em camundongos
confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE (n=8-12). As barras representam as médias
e 0 erro padrdo da media (M+EPM) do nimero de contor¢bes abdominais. #P<0,05
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comparado ao respectivo grupo confinado no braco fechado.*P<0,05 comparado ao
respectivo grupo controle.

4.4. Experimento 3: Efeitos do MK-212 intra-amigdala sobre a nocicepcdo e
antinocicep¢cdo em camundongos.

A ANOVA de duas vias (local do confinamento x tratamento) mostrou
diferenca significativa do local do confinamento (F;50=334,32, P<0.05), do tratamento
(F2559=6,48, P<0.05) e auséncia de efeitos da interacdo entre confinamento x tratamento
(F259=1,66, P >0.05). Comparacdes posteriores (teste de Duncan) confirmaram que o
confinamento de camundongos no BA produziu menor numero de contor¢des abdominais
qguando comparados aos confinados no BF, independente do tratamento recebido. Os animais
confinados no BA e que receberam MK- 212 (0.63 nmol) apresentaram uma diminui¢do no
nimero de contor¢bes quando comparados aos animais que receberam veiculo o que

caracteriza aumento da antinocicepc¢éao (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do MK-212, administrado intra-amigdala sobre a antinocicep¢do em
camundongos confinados nos bragos aberto ou fechado do LCE (n=8-13). As barras
representam as meédias e o erro padrdo da media (M+EPM) do nimero de contorgdes
abdominais. #P<0,05 comparado ao respectivo grupo confinado no bragco fechado. *P<0,05
comparado ao grupo controle (veiculo).

45. Experimento 4: Efeitos das injecdes combinadas de fluoxetina (2.5mg/Kg)
subcutanea e MK-212 (0.63 nmol) intra-amigdala sobre a nocicep¢éo e antinocicepgao
A ANOVA de trés vias (local de confinamento x tratamento sistémico x

tratamento intra-amigdala) mostrou diferenca significativa do local de confinamento
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(F168=292,34, P<0,05), do tratamento sistémico (F16s=6,53, P<0,05) e interacdo entre
tratamento sistémico x tratamento intra-amigdala (F16s=9,74, P<0,05). Auséncias de efeitos
foram observadas para o tratamento intra-amigdala (F16s=1,67, P>0,05), da interacdo entre
local de confinamento x tratamento sistémico (F;5=0,18, P>0,05), local de confinamento x
tratamento intra-amigdala (F1 ¢s=0,05, P>0,05) e também auséncia de efeitos para a interacdo
entre o local de confinamento x tratamento sistémico x tratamento intra-amigdala (F1 s=1,32,
P>0,05). Comparagdes posteriores (teste de Duncan) revelaram que os animais confinados no
braco aberto apresentaram menor nimero de contor¢bes abdominais quando comparados ao
braco fechado, independente do tratamento recebido. O tratamento intra-amigdala de
salinatMK-212, promoveu diminuicdo no nimero de contorgdes nos animais expostos ao
braco aberto, quando comparados ao grupo controle, enquanto o tratamento com

fluoxetina+MK-212 reverteu este efeito seletivamente (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do tratamento agudo com fluoxetina (2,5 mk/kg, s.c.) concomitante ao
tratamento intra-amigdala de MK-212 (0,63 nmol) sobre antinocicepcdo em camundongos
confinados nos bracos aberto ou fechado do LCE (n=8-12). As barras representam as médias
e 0 erro padrdo da media (M+EPM) do numero de contor¢bes 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+tMK-212.
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5. DISCUSSAO
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que enquanto a microinjecao
do agonista dos receptores 5-HT;5 da amigdala (8-OH-DPAT) acentuou a nocicepcao, ou
seja, ocasionou um aumentou no numero de contor¢des nos animais confinados em ambos 0s
bracos, a maior dose de MK-212, agonista dos receptores 5-HT,c, intensificou a
antinocicepgdo, sendo este ultimo efeito completamente bloqueado pela administracdo
subcutanea de fluoxetina na dose de 2,5mg/Kg.

Corroborando achados da literatura (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et
al.,, 2009; BAPTISTA et al.,, 2012), verificamos neste estudo que o confinamento de
camundongos aos bragos abertos do LCE promove diminuicdo no nimero de contorcGes
abdominais, quando comparados ao respectivo grupo confinado ao brago fechado do LCE,
independente do tratamento recebido.

A investigacdo acerca do papel dos receptores 5-HTa sobre a antinocicepcao
foi realizada no estudo de Nunes de Souza et al. 2000. Estes autores evidenciaram que a
ativacdo do receptor 5-HT1a através de injecGes subcutaneas de 8-OH-DPAT (agonista dos
receptores 5-HT;4) na menor dose (0,05mg/Kg) produziu aumento do nimero de contorgdes
em camundongos confinados no BA, sugerindo assim atenuacdo da antinocicepc¢do, enquanto
que a maior dose (1,0mg/Kg) aumentou a antinocicepcao. Estes achados demonstraram que
esse subtipo de receptor poderia modular de modo distinto as respostas nociceptivas, pois
estas respostas parecem advir da localizacdo destes receptores, dependendo principalmente da
acao da droga utilizada, pois estes podem atuar pré ou pds sinapticamente (De Vry, 1995).

Segundo De Vry, 1995, a administracdo sistémica de diferentes doses de
agonistas dos receptores 5-HT14 podem exercer diferentes efeitos sobre a neurotransmissédo
serotonérgica. Estes efeitos caracterizados como dose-dependentes ja foram descritos por
outros estudos (GLASER; DE VRY, 1992; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000), que também
destacaram o efeito dual do agonista 8-OH-DPAT. Esta dupla localizacdo no neurdnio
proporciona aos receptores 5-HT;a, um efeito duplo na estimulacdo destes receptores
serotonérgicos. Quando o0s neurbnios serotonérgicos pré-sindpticos sao estimulados, ocorre a
inibicdo da atividade elétrica dos neurdnios dos nucleos da rafe, reduzindo a liberagdo de
serotonina. O estimulo dos receptores pos-sindpticos ativa a via de segundos mensageiros,
através do acoplamento com a proteina Gi/o, resultando em uma hiperpolarizagdo neuronal e
consequente inibi¢do neuronal (DE VRY, 1995; HANNON; HOYER, 2008).

Em outro estudo, a administracdo sistémica de serotonina foi investigada e os

resultados mostraram que a injecdo intradérmica de serotonina produziu efeito hiperalgésico
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dose-dependente, sugerindo ser dependente de um efeito excitatorio direto no neurdnio
aferente primario. Este efeito hiperalgésico também pode ocorrer através da administracao de
agonistas seletivos dos receptores 5-HT14, como 8-OH-DPAT e DP-5-CT, através do teste da
retirada da pata (TAIWO; LEVINE, 1992). Assim, esta resposta, relacionando os receptores
5-HT1a com a hipernocicepg¢do poderia ser modulada pelos efeitos hiperalgésicos diretos, bem
como, pelos efeitos facilitatorios da serotonina através de seus mediadores periféricos
(SOMMER; 2006).

Neste sentido, com o objetivo de esclarecer qual estrutura limbica estaria
envolvida nas respostas defensivas, Nunes de Souza et al. 2000 realizaram microinjecao de 8-
OH-DPAT (5,6nmol) na amigdala e ndo observaram alteracdo da resposta nociceptiva em
camundongos confinados nos bragos do LCE. Entretanto esta mesma dose promoveu efeito
ansiogénico em camundongos avaliados no LCE. Desta forma os autores sugeriram uma
dissociagdo dos mecanismos que participam da modulacdo da ansiedade daqueles que
participam do controle da nocicep¢do no complexo amigdaldide. Assim como descrito no
estudo de Nunes de Souza et al. 2000, no nosso estudo (Experimento 1) a dose de 5,6 nmol de
8-OH-DPAT intra-amigdala também ndo alterou a antinocicep¢do induzida pelo
confinamento no BA do LCE.

No entanto, resultados contraditorios, como os relatados anteriormente, tém
sido observados na tentativa de correlacionar o papel da serotonina na amigdala. Assim,
observamos que o problema pode estar relacionado com a diferenca entre os testes
empregados e o subtipo de receptor envolvido, considerando que a serotonina pode ocasionar
efeitos pro-nociceptivos e antinociceptivos, dependendo principalmente do local de atuagéo
do receptor (SUSUZI et al.,, 2004). Com isso, alguns estudos enfatizam que a
neurotransmissdo descendente serotonérgica € responsavel por desempenhar um papel
importante no controle da nocicepcdo, principalmente que a interrupcdo deste sistema
provocaria uma hiperalgesia (FASMER et al., 1984, 1985; SUZUKI et al., 2004).

Em relacdo aos processos associados a nocicepcao, evidéncias sugerem que a
neurotransmissdo serotonergica, Seus receptores, e suas interacbes com outros
neurotransmissores sdo essenciais para a nocicepgdo e antinocicepgdo (SPATH, 2002). E
desta maneira, demonstram que ha presenca de receptores 5-HT14 no corno dorsal da medula,
modulando a dor (DAVAL et al., 1987; HOYER, 1988). Neste sentido, a participacdo do

receptor 5-HT;a nas vias da dor é marcada por resultados contraditérios (MILLAN et al.,
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1991) em que h& achados que sugerem um papel analgésico (Archer et al., 1987; FASMER et
al., 1985) ou hiperalgésico (FASMER et al., 1986).

Algumas evidéncias demonstram o envolvimento dos receptores do tipo 5-
HT1a em processos antinociceptivos (BURITOVA et al., 2003). Com isso, fica estabelecida a
importancia da ativacdo do receptor 5-HTi;ao como um mecanismo de antinocicepcao
modulado por estruturas centrais (BARDIN et al., 2003), pois os receptores 5-HT; estdo
amplamente presentes em areas limbicas, como a amigdala e no ndcleo mesencefalico (dorsal
e medial) da rafe (HANNON; HOYER, 2008; BARNES; SHARP, 1999).

Com isso, em nosso estudo observamos que a maior dose de 8-OH-DPAT (10
nmol) exerceu efeito hipernociceptivo, promovendo um aumento no numero de contorgdes
nos animais confinados em ambos os bracos, abertos ou fechados, o que indica um papel
direto deste subtipo de receptor serotonérgico sobre as vias relacionadas a nocicepcao.

Considerando que o receptor 5-HT1a estd acoplado a proteina de guanosina
(Gi/o, inibitoria), cuja ligacdo do agonista seletivo 8-OH-DPAT ocasiona um efluxo de
potassio, promovendo assim uma hiperpolarizacdo celular e consequente inibi¢do do disparo
neuronal (BARNES AND SHARP, 1999; RAYMOND et al., 2001; ARTIGAS, 2013),
sugerimos que possa ter ocorrido inativacdo da neurotransmissdo serotonérgica na amigdala,
produzindo como resposta comportamental um efeito pré-nociceptivo.

Outros estudos demonstraram que lesdes nesta area sdo capazes de exercer um
papel de aumento de respostas relacionadas a dor em diferentes modelos animais (FOX;
SORENSON, 1994; TANIMOTO, 2003; NAKAGAWA et al., 2003). Neste sentido,
recentemente nosso grupo de pesquisa também demonstrou que microinjecdes de cloreto de
cobalto (produz inativacdo temporéaria neuronal) no complexo amigdal6ide de camundongos,
aumentam o namero de contor¢des abdominais (PELARIN et al., 2015).

Em resumo, sugerimos que o 8-OH-DPAT promoveu aumento no numero de
contorgdes quando administrado na amigdala devido a ocorréncia de hiperpolarizacao
neuronal, decorrente da inativacao da neurotransmissdo serotoninérgica que é relevante para o
controle do circuito descendente inibitorio da dor (FIELDS, 2004; MCGARAUGHTY et al.,
2004) desencadeando, assim, exacerbagdo da resposta nociceptiva sensorial.

Neste sentido, a hiperpolarizacdo da amigdala levaria a um enfraquecimento
das vias descendentes inibitorias da dor, diminuindo a influéncia dessas vias na ascenséo do
estimulo pelas laminas do corno dorsal da medula, acarretando em aumento do namero de

contorgdes abdominais nos camundongos.
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Algumas evidéncias sugerem que os efeitos terapéuticos observados com a
administracdo de fluoxetina parecem advir de sua interagdo com os subtipos de receptores
serotonérgicos, principalmente os receptores 5-HTa € 5-HT,c (CHEN et al., 1995; DE VRY
et al., 2004). Portanto, no segundo experimento, nés avaliamos os efeitos da injecéo sistémica
de fluoxetina na dose de 2,5 mg/Kg combinada a injecdo intra-amigdala de 8-OH-DPAT na
dose de 10 nmol (dose esta que induziu a atenuagdo da antinocicepcdo), com o objetivo de
investigar a influéncia desta interacdo na antinocicep¢do. Nossos resultados demonstraram
que a fluoxetina ndo alterou a antinocicepcdo induzida pelo BA e também nédo reverteu o
aumento da nocicepcdo observada no BF, sugerindo assim, que a fluoxetina ndo modula as
respostas nociceptivas relacionadas aos receptores 5-HT14 na amigdala.

O conjunto de resultados do Experimento 2, sugerem a ocorréncia de uma
dissociacdo dos mecanismos de atuacdo da fluoxetina, pois esta ndo interage com o receptor
5-HT1a na nocicepcdo, porém modula as respostas de ansiedade quando administrada
cronicamente na SCP em ratos no teste do labirinto em T-Elevado (ZANOVELI et al., 2007
ZANOVELI et al., 2010). Outro estudo mais recente, buscando investigar os efeitos da
interacdo da fluoxetina com os receptores 5-HT14 na SCP demonstrou através de injecdes
intra-SCP dorsal do agonista 8-OH-DPAT que a fluoxetina reverteu a antinocicepc¢ao induzida
pela BA do LCE, sugerindo uma diminui¢do da aversividade induzida pela BA (BAPTISTA
et al., 2015). Estes resultados ressaltam a interacdo da fluoxetina com o subtipo de receptor
serotonérgico 5-HT1a Porém, em nosso estudo, sugerimos que a fluoxetina na dose de
2,5mg/Kg ndo participa deste tipo de inibi¢do da dor dependente da ativacdo dos receptores
serotonérgicos 5-HT;a do complexo amigdaldide.

Em nosso terceiro experimento, avaliamos o efeito da injecdo intra-amigdala
do agonista seletivo para os receptores 5-HT,c (MK-212) e observamos que a maior dose
deste agonista diminuiu o nimero de contor¢des nos animais confinados no BA do LCE,
acarretando assim em um aumento da antinocicepcdo induzida pelo confinamento ao BA do
aparato. Este resultado é semelhante aquele obtido em outro estudo do nosso grupo de
pesquisa, quando foi observado aumento da antinocicepgédo obtida pela ativagéo do receptor
5-HT ¢, porém na SCP (BAPTISTA et al., 2012).

Embora nossos resultados com relacdo a antinocicepcdo sejam semelhantes
aqueles observados com ativacdo destes receptores na SCP, o papel deste subtipo de receptor
serotonérgico sobre as respostas de ansiedade quanto comparadas aquelas observadas na

amigdala sdo bastante distintas. Neste sentido, estudos demonstraram que enquanto a
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administragdo de agonista 5-HTc intra-SCP exerce um efeito ansiolitico (MENDES-GOMES
et al 2011; GOMES; NUNES DE SOUZA, 2009), no complexo amigdaldide essa classe de
receptores parece exercer um efeito ansiogénico (MCGARAUGHTY etl al., 2004; DE
MELLO CRUZ et al., 2005; CORNELIO; NUNES DE SOUZA, 2007). Ainda nessa direcéo,
estudos utilizando técnicas de biologia molecular demonstraram um aumento na expressao de
receptores 5-HT,c da amigdala de animais que passaram por uma sessdo de estresse
(HARADA et al., 2008), fortalecendo a hipoOtese da participacdo destes receptores no
complexo amigdaldide na modulagédo dos processos de ansiedade.

Neste sentido, sugerimos que o0 aumento da antinocicepc¢do induzida pelo
confinamento aos bragos abertos do LCE observado com a maior dose de MK-212 esta
diretamente relacionado ao aumento da ansiedade promovido pela ativacao dos receptores 5-
HT,c nesta estrutura prosencefalica. Tal relacdo se distingue daquela observada na SCP em
que este receptor exerceria uma modulacéo distinta sobre os processos de dor e ansiedade.

No experimento 4, n6s avaliamos o efeito da injecdo sistémica de fluoxetina na
dose de 2,5mg/Kg combinada a injecdo intra-amigdala de MK-212 na dose de 0,63nmol (dose
esta que acentuou a antinocicepcdo no experimento 3), e observamos que a fluoxetina foi
capaz de reverter o efeito do MK-212. Tais achados se contrapfem aqueles observados em
outros estudos em que foi observada uma exacerbacdo das respostas ansioliticas e
panicoliticas induzidas por microinjecdes intra-SCP de agonistas 5-HT, em ratos expostos ao
labirinto em T-Elevado (DE BORTOLI et al., 2006; ZANOVELI et al., 2007; ZANOVELI et
al., 2010). Estas evidéncias demonstram a importancia da distincdo da diferentes estruturas,
bem como os diferentes subtipos de receptores serotonérgicos envolvidos, além das diferentes
doses e drogas utilizadas sobre as respostas defensivas apresentadas.

Assim, diante do aumento da antinocicep¢do obtida com a administracdo de
MK-212 na dose de 0,63nmol, nossa hipotese era que apos a administracdo de fluoxetina de
2,5mg/Kg ocorresse um aumento nas concentrag0es de serotonina, pois esta em seu
mecanismo de acdo bloguearia a recaptacdo da serotonina (CARLSSON, 1970), levando
assim a uma exacerbacdo da antinocicepcdo. No entanto, observamos em nosso estudo, que a
administracdo da fluoxetina foi capaz de prejudicar a resposta do agonista 5-HT,c, € nédo
acentuar a antinocicepcdo, conforme nossa hipotese. Com isso, na tentativa de elucidar o
efeito produzido pela fluoxetina, verificamos um papel secundario exercido pela fluoxetina,

em que pode estar atuando como antagonista dos receptores 5-HT,c na amigdala.
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Evidéncias em relacdo a funcdo secundaria exercida pela fluoxetina foram
investigadas por Ni; Miledi, 1997, que demonstraram atraves de técnicas de eletrofisiologia
que a fluoxetina inibiu a ligacdo da serotonina no subtipo de receptor 5-HT,c expressos em
membranas do cortex de ratos, sugerindo com estas analises, que a fluoxetina pode atuar
como um antagonista competitivo e reversivel dos receptores 5-HT,c. Ainda nesta dire¢do,
Palvimaki et al., 1999, sugeriram que a fluoxetina apresenta este efeito secundario, pois apds
o tratamento com a fluoxetina ocorreu uma ocupacéo de 43% dos receptores 5-HT,c, no plexo
coroidal de ratos.

Na tentativa de fortalecer a hipotese de que a fluoxetina estaria atuando como
um antagonista dos receptores 5-HT,c, Baptista et al., 2015, realizaram inje¢des intra-SCP
dorsal de SB-242080 (um antagonista seletivo de receptores 5-HT,c) combinada com injecGes
intra-SCP dorsal de MK-212 em camundongos e observaram que como a fluoxetina, o SB-
242080 reverteu completamente o aumento da antinocicepcao induzida pelo MK-212. Estes
autores sugerem que a fluoxetina exerce um bloqueio nos receptores 5-HT,c prejudicando o
aumento da antinocicepc¢ao induzida por esse subtipo de receptor.

Considerando as evidéncias que descrevem o antagonismo exercido pela
fluoxetina (NI; MILEDI, 1997; PALVIMAKI et al., 1999; BAPTISTA et al., 2015),
sugerimos que esta caracteristica possa ter acarretado em uma reversdao do aumento da

antinocicepg¢do observado com a administracdo intra-amigdala de MK-212.
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6. CONCLUSOES
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Os nossos resultados demonstraram que o confinamento de camundongos no
brago aberto do LCE produziu antinocicepcao.

Entretanto, enquanto a ativacdo dos receptores 5-HT; da amigdala com 8-OH-
DPAT (10 nmol) acentuou a nocicepcao, a ativacdo dos receptores 5-HT,c da amigdala com
MK-212 (0,63 nmol), aumentaram este efeito antinociceptivo.

A fluoxetina (2,5 mg/Kg) é capaz de atuar como antagonista dos receptores 5-
HT2C, revertendo 0 aumento da antinocicepcdo induzido pelo tratamento intra-amigdala de
MK-212. Porém, ndo foi capaz de reverter o efeito pro-nociceptivo produzido pelo tratamento
intra-amigdala de 8-OH-DPAT.

Em conjunto nossos resultados sugerem que os receptores 5-HT;a € 5-HT,c
localizados na amigdala exercem papéis distintos sobre as respostas nociceptivas, e que a

fluoxetina interage com os receptores 5-HT,c interferindo na modulagéo da antinocicepcéao.
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