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RESUMO
A serotonina (5-HT) é uma amina biogénica com importantes fun¢cdes no sistema
nervoso central, como comportamento, humor, sono e apetite, além de fazer parte
da via inibitéria descendente da dor. At¢é o momento, apenas seu papel proé-
nociceptivo foi descrito ao nivel periférico. Sendo assim, nos propusemos a verificar
se a serotonina poderia estar associada a um efeito nociceptivo ao nivel periférico,
bem como a seletividade de seus receptores nesse evento, e a participacdo dos
sistemas opioidérgico, canabinoidérgico, nitrérgico e dos canais para potassio neste
mecanismo. O teste de pressdo da pata de camundongo foi usado em animais que
tiveram a sensibilidade aumentada por injecédo intraplantar de PGE; (2ug), sendo
utilizado para as analises estatisticas a analise de variancia ANOVA seguida pelo
pos-teste de Bonferroni. Para verificar a seletividade de receptores na resposta
antinociceptiva, utilizamos antagonistas seletivos dos receptores serotoninérgicos
(isamoltano 5-HTs, BRL 15572 5-HT;p, cetanserina 5-HT,5, ondansetrona 5-HT; e
SB-269970 5-HT7). A serotonina administrada na pata traseira direita (62,5, 125, 250
e 500 ng e 1 pg) produziu efeito antinociceptivo manifestado de forma dose
dependente. Os antagonistas seletivos para os receptores 5-HTig, 5-HT,a, 5-HT3 nas
doses de 100 ng, 1 pug e 10 ug, reverteram o efeito antinociceptivo induzido pela
serotonina na dose de 250 ng. JA4 o0s antagonistas seletivos para o0s receptores
5-HT;p e 5-HT; (10 pg) ndo foram capazes de reverter o efeito antinociceptivo
induzido pela serotonina. A fim de avaliar a participacdo do sistema opioidérgico
nesse evento, usamos 0s antagonistas seletivos para os receptores opioides [, & e K
clocinnamox (10, 20 e 40 pug), naltrindole (60 pg) e nor-binaltorfimina (200 pg)
respectivamente, que reverteram o efeito antinociceptivo induzido pela serotonina

(250 ng). A bestatina (400 pg), inibidor de encefalinases que degradam peptideos

XV



opioides, potencializou o efeito antinociceptivo induzido pela serotonina (menor dose
62,5 ng). Para avaliar a participacdo do sistema canabinoidérgico, utilizamos os
antagonistas seletivos para os receptores CB; e CB,, AM251 (20, 40 e 80 ug) e
AM630 (25, 50 e 100 pg) respectivamente, que reverteram o efeito antinociceptivo
induzido pela serotonina. Ja o MAFP (0,5 pg), um inibidor da enzina FAAH que
degrada anandamida, o JZL184 (3,75 pg), um inibidor da enzima MAGL que
degrada o 2-AG, e o VDM11 (2,5 pg) um inibidor da captacdo de anandamida,
potencializaram o efeito antinociceptivo induzido pela serotonina (menor dose, 62,5
ng). Ja nos testes para verificar a participacdo do sistema nitrérgico e canais para
potassio, o efeito antinociceptivo da serotonina foi revertido, de forma dose
dependente, pelo inibidor ndo seletivo de isoformas da NOS, L-NOArg (12,5, 25 e 50
Kg), pelo inibidor seletivo para a isoforma neuronal LNPA (24 pg) e pelo inibidor da
guanilato ciclase soluvel, ODQ (25, 50 e 100 pg). Adicionalmente, a glibenclamida
(20, 40 e 80 pug), um bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP,
reverteu o efeito da serotonina. J& o bloqueador dos canais para potassio sensiveis
a voltagem, tetraetilaménio (30 pg), e os bloqueadores de canais para potassio
ativados por célcio de baixa e alta condutancia, dequalinio (50 pg) e paxilina (50 ug),
respectivamente, ndo reverteram o efeito da serotonina. Além disso, a administracao
intraplantar de serotonina (250 ng) induziu um aumento significativo dos niveis de
nitrito no homogeneizado da superficie plantar da pata de camundongos. Nossos
dados sugerem, pela primeira vez, a acao antinociceptiva periférica induzida pela
serotonina, e ainda, fornecem evidéncias que ha participacdo dos sistemas
opoidérgico e canabinoidérgico, com subsequente ativacdo da via NO/GMPc/Katp

nessa resposta.
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ABSTRACT
Serotonin (5-HT) is a biogenic amine with important functions in the central nervous
system, such as behavior, mood, sleep and appetite, and is part of the descending
inhibitory pain pathway. So far, only its pro-nociceptive role was described at the
peripheral level. Therefore, we set out to verify that serotonin could be linked to a
nociceptive effect at peripheral level, as well as the selectivity of its receptors in this
event, and the participation of opioidergic, canabinoidergic, nitrergic systems and
potassium channels in this mechanism. The mouse paw pressure model was used to
test in animals that had increased sensitivity to intraplantar injection of PGE; (2 4 g),
being used for statistical analysis to analysis of variance ANOVA followed by
Bonferroni post test. To check the selectivity of receptors in event, selective
serotonergic receptors antagonists (isamoltan 5-HT5, BRL 15572 5-HTyp,
ketanserin 5-HT,s, ondansetron 5-HT3; e SB-269970 5-HT;) were used. Serotonin
administered on right hind paw (62,5, 125, 250 and 500 ng and 1 p g) produced
antinociceptive effect manifested in a dose-dependent. Selective antagonists for the
5-HTs ,5-HT2a and 5-HT3 receptors, in doses of 100 ng, 1 ug and 10 ug, reversed
the antinociceptive effect induced by serotonin at the dose of 250 ng. Also, selective
antagonists for the 5-HTyp and 5-HT- receptors (10 pug) were unable to reverse the
antinociceptive effect induced by serotonin. In order to evaluate the participation of
the opioidergic system, use the selective antagonist for opioid receptors 4, & and k
clocinnamox (10, 20 and 40 ug), naltrindole (60 pg) and nor-binaltorfimina (200 ug)
respectively, which reversed the antinociceptive effect induced by serotonin (250 ng).
Bestatin (400 p g), an encefalinases inhibitor that degrade peptides, opioids
increased the antinociceptive effect induced by serotonin (lowest dose 62,5 ng). To

assess the participation of the canabinoidergic system, selective antagonists for the
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CB; and CB; receptors, AM251 (20, 40 and 80 u g) and AM630 (25, 50 and 100 u g)
respectively, were used and they reversed the antinociceptive effect induced by
serotonin. In addition, MAFP (0,5 ug), an inhibitor of the FAAH enzyme which breaks
down anandamide, JZL184 (3,75 ug), an inhibitor of MAGL enzyme that degrades
the 2-AG, and the VDM11l (2,5 p g), an inhibitor of anandamide uptake, have
strengthened the antinociceptive effect induced by serotonin (lowest dose 62,5 ng).
Also, tests to verify the participation of nitrergic system and channels for potassium,
serotonin antinociceptive effect was reversed, so dose dependent, by non-selective
inhibitor of isoforms of the us, L-NOArg (12,5, 25 and 50 p g), by selective inhibitor
for neuronal isoform LNPA (24 u g) and the soluble guanylate cyclase inhibitor, ODQ
(25, 50 and 100 u g). Additionally, glyburide (20, 40 and 80 u g), potassium channel
ATP-sensitive blocker, reversed the effect of serotonin. Also the potassium channel
blocker, voltage-sensitive tetraetilamonio (30 u g), and potassium channel blockers
calcium-activated high and low conductance, dequalinio (50 p g) and paxilina (50 p
g), respectively, not reversed the effect of serotonin. In addition, the administration of
serotonin intraplantar (250 ng) induced a significant increase in levels of nitrite in the
homogenate of mice's foot plantar surface. Our data suggest, for the first time, the
peripheral antinociceptive action induced by serotonin, and provide evidence that
there is participation of the opoidergic and canabinoidergic systems in the action,

with subsequent activation of the NO/GMPc/Katp pathway.
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Introducao

1. INTRODUCAO
1.1 Dor, sua transmissao e modulacao

Por muito tempo a dor foi considerada uma forma de punicdo por faltas
cometidas no ambito religioso. A dor foi inicialmente conceituada pelo filosofo
francés René Descartes (1596-1650), ao descrever que esta seria produzida por um
sistema de transmisséo direto, proveniente dos tecidos lesados na periferia até o
cérebro, e que deveria haver uma relacdo entre o grau de dano tecidual e a
intensidade da dor (Schneider & Karoly, 1983). Nesse conceito, 0 antigo pressuposto
de que a dor era "representada” no coracao foi abandonado (pressuposto comum
dos antigos egipcios). O cérebro assumiu o lugar do coracdo, e a teoria de
Descartes abriu as portas para que a neurociéncia explicasse 0os mecanismos da dor
(IASP, 2010). Atualmente, segundo a Associacao Internacional para o Estudo da
Dor, a dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
real ou potencial de tecidos ou descrita em termos de tal dano (IASP, 1979).

Embora a intensidade da agressao tecidual e a amplitude da percepcao
dolorosa estejam freqlientemente relacionadas, € possivel ocorrer uma dissociacao
entre essas duas variaveis (Lima & Almeida, 2002). Em algumas situagfes a dor
pode ocorrer independentemente da presenca de dano tecidual, por exemplo, em
areas amputadas do corpo (Melzack, 1973). Em contrapartida, pode ocorrer lesédo
tecidual sem a percepcédo da dor, como por exemplo, durante atividades fisicas
intensas ou em exposicOes a fatores de estresse e medo (Wall, 1979; Rhudy &
Megler, 2000). “Sentir dor” é funcdo adaptativa de extrema importancia, de tal
maneira que sua auséncia, como ocorre em algumas condicdes clinicas hereditarias
(Cox et al., 2006; Indo, 2001), pode levar a repetidas lesGes e a uma automutilagéo

inconsciente (Woolf, 2010).
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Introducao

Apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de relatar verbalmente a
ocorréncia da dor, eles exibem respostas comportamentais tipicas, através das
quais podemos constatar a presenca da dor e sua intensidade (Langford et al, 2010).
Por isso, nocicepcdo, termo proposto por Sherrington (1906) referindo-se a
percepcdo de um estimulo potencialmente lesivo ao organismo, é o termo que
melhor substitui a denominacdo dor em animais por se tratar exclusivamente do
componente fisiolégico da conduc¢édo do impulso nervoso até o cérebro, ndo levando
em consideracdo o componente emocional, devido a dificuldade de ser mensurado
com fidelidade em animais (Besson e Chaouch, 1987). Entretanto, salientamos que
a presenca do componente emocional da dor nos animais ndo é questionada (Jones,

1992).

Segundo Woolf (2010), a dor pode ser classificada como nociceptiva,
inflamatoria ou patoldgica (neuropatica ou disfuncional) (Figura 1). A dor nociceptiva
ocorre a partir da ativacdo direta do nociceptor por estimulos mecénico, térmico ou
quimico. A dor inflamatéria, apés lesdo tecidual, d4 origem a um processo
inflamatoério através da ativacdo celular e liberagcdo de mediadores que ativam ou
sensibilizam (diminuem o limiar de ativacdo) os neurbnios nociceptivos periféricos.
Finalmente, a dor patoldgica, decorrente de um funcionamento anormal do sistema
nervoso, sendo subdivida em dor neuropatica e disfuncional. A dor neuropatica é
causada por uma leséo do sistema nervoso central ou periférico e a dor disfuncional
ndo tem uma causa evidente, ndo sendo identificado estimulo, processo
inflamatorio, nem lesdo no sistema nervoso, sendo a possivel causa uma disfuncao

bioguimica e liberacdo de neurotransmissores.

20



Introducao

DOR NOCICEPTIVA

Estimnulo nociceptivo (perfénico)

Calor « DOR
Frio o ESTIMULO SNA
Pressio @ REFLEXOS DE RETIRADA

- I ———

(mrensa) * - T sery M i ™\
Neurdnio Sensorial ( 2 \

[mitantes Nociceptivo \ =% Cérebro

QuIicos N “ —

Medula Espinhal

DOR INFLAMATORIA

Influnacio tec, Perfercos

Macrofagos DORDECLARADA

)
Mastocitos o  © HIPERAL GESIA
Neutrofilos s ¥ ® ALODINIA
Lesdo Tissuln Neurdnio Sensorial " — ‘\\\
Mediadores Nociceptivo o | wed  Cérebro
Quirnicos da — \\- - ﬂ __/‘/
Resposta } o
Medula Espinhal
DOR - DOR ESPONTANEA
NEUROPATICA 4 © HIPFRALGESIA CENTRAL
LesioNerves | . =2 Cérebro
Periféricos N -] —
Lestes MNedulares
DOR
DOR ESPONTANFEA
DISFUNCIONAL @ HIPERALGESIA CENTRAL
Auséncia de Estunnlo e
Tdentificavel : 1 7 N
Tecidos e Nervos = ' B Cérebro

Periféricos Normats
|| -

Alteracies no Processmnento Penfenco ¢

Central da DOR

Figura 1 - Classificacdo dos tipos de dor (figura adaptada de Clifford & Woolf, 2004).

Em relacdo a esta sinalizacdo sensorial nociceptiva, em 1906, Charles
Sherrington prop0s a existéncia de um conjunto de terminagdes nervosas, cuja
funcao seria receber estimulos nocivos. Posteriormente, foi postulado a definicdo de
nociceptores: receptores em terminacdes nervosas responsaveis por detectar
estimulos potencialmente lesivos (McMahon & Koltzenburg, 1990). Os corpos

celulares desses neurbnios encontram-se localizados nos ganglios da raiz dorsal
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dos nervos espinhais ou no ganglio trigeminal. Os nociceptores diferenciam-se dos
outros receptores sensoriais pelo seu limiar de disparo mais alto do que de outros
neurénios, sendo normalmente ativados somente por estimulos de intensidade
nociceptiva suficientes para causar algum grau de leséo tecidual (Kumazawa, 1990;
Cesare e McNaughton, 1997).

Os receptores sensoriais podem ser classificados em trés tipos principais
(revisto por Millan, 1999): (a) fibras AB e Aa, condutoras rapidas mielinizadas; (b)
fibras Ad, condutoras de velocidade intermediaria, levemente mielinizadas; (c) fibras

C, condutoras mais lentas amielinizadas (revisto por Fein, 2012) (Figura 2).

Fibras aferentes primérias

FibrasAa e AB

Mielinizadas
Grande Calibre
Propriocep¢do, toque leve

@ FibraAd

Levemente Mielinizadas
Médio Calibre

Nocicep¢do

(Mecénico, Térmico, Quimico)

<0§ ) FibraC

Amielinizadas

Pequeno Calibre

Nocicepcdo

(Mecanico, Térmico, Quimico)

Figura 2 -Tipos de fibras sensitivas (extraida de Julius & Basbaum, 2001).

As fibras Aa e AB ndo séo consideradas fibras nociceptivas, sendo estas mais
envolvidas na deteccdo de estimulos ndo nocivos como tato (Holdcroft & Jaggar,
2005).

As fibras Ad tém capacidade de responder a estimulos nocivos térmicos e/ou

mecanicos, e ao serem ativadas, induzem uma sensacao dolorosa bem localizada e
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especifica (Meyer et al., 2006). J& as fibras do tipo C sdo responsivas a estimulos de
origem mecanica, térmica e/ou quimica, e por serem multi-responsivas s&o
denominadas receptores polimodais. Ap0s a ativacdo induzem uma sensacao
dolorosa difusa e inespecifica (revisto por Vanderah, 2007). Existem ainda os
nociceptores silenciosos, um subconjunto de fibras C presentes na pele, articulacdes
e visceras que em condicbes normais ndo respondem ao estimulo nocivo. Em
condicBes de inflamacédo esses nociceptores podem ser sensibilizados e ativados
por mediadores quimicos (Millan, 1999).

A deteccdo do estimulo da dor ocorre primeiramente nos nociceptores, cuja
funcdo é transformar estimulos de natureza quimica, mecanica ou térmica em
estimulos elétricos (potenciais de acdo) carreando a informacdo nociceptiva da
periferia ao corno dorsal da medula espinhal (Rang et al., 1991). No corno dorsal
havera a ativacdo do segundo neurbnio da via ascendente da dor, sendo o
glutamato, substancia P e CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina), os
transmissores predominantes nesta ativagcao (Furst, 1999). Apés serem ativados, 0s
neurdnios de segunda ordem conduzirdo os estimulos do corno dorsal da medula
até o talamo, ocorrendo ai a segunda sinapse da via entre os neurbénios de segunda
e terceira ordem, os quais transmitirdo as informacgdes para o cortex cerebral, onde
serdo processadas e interpretadas ao nivel da consciéncia (Basbaum & Fields,
1984).

Esta ascendéncia do estimulo nociceptivo ndo seria um evento estatico e
sim dinamico, com varias possibilidades de controle ao longo de seu trafego da
periferia ao sistema nervoso central, além da deflagracdo desta modulacdo apos a

sensibilizacao central.
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Vérios trabalhos sustentam a hipotese da existéncia de um controle
modulatério da nocicepcédo a nivel espinhal e supra espinhal. Ao nivel espinhal a
teoria do portdo da dor (Melzack & Wall, 1965) sugere que a lamina Il do corno
dorsal, chamada de substancia gelatinosa, principalmente constituida de
interneurdnios inibitérios, que uma vez ativados por fibras mais mielinizadas (tateis)
culminam por inibir as sinapses excitatérias no corno dorsal da medula. Ja a
estimulacdo por fibras menos mielinizadas (nociceptivas) inibem, através de
ramificacfes colaterais, os interneurdnios da substancia gelatinosa permitindo a
chegada da informacédo nociceptiva aos neurdnios secundarios do corno dorsal. Em
resumo, o balanco entre a informacgao conduzida pelas fibras periféricas nociceptivas
e tateis modulam a informacédo nociceptiva ao nivel do corno dorsal da medula
espinhal. JA ao nivel supra-espinhal verificou-se a existéncia de um sistema
descendente contribuindo para a inibicdo da via nociceptiva (Reynolds, 1969), sendo
que a estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal induziu marcante
antinocicepc¢do, capaz de inibir respostas reflexas a estimulos nocivos sem alterar
respostas reflexas a estimulos ambientais em gatos. Esse sistema supra-medular
projeta-se via funiculo dorso-lateral (Basbaum et al., 1976; Fields et al., 1977), chega
ao corno dorsal da medula espinhal e determina efeitos inibitérios sobre a

transmissao nociceptiva nesse local (Fields, 1988; Fields & Basbaum, 1999).

Além da substancia cinzenta, existem numerosos sitios antinociceptivos
supraespinhais originando vias descendentes para o corno dorsal, dentre elas o
hipotalamo, ndcleo magno da rafe, nucleo reticular paragigantocelular, nucleo
parabraquial, locus coeruleus, nucleo do trato solitario e nudcleo reticular dorsal

(Millan, 2002).
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Neste contexto, multiplos sistemas enddgenos vém sendo descritos como
envolvidos na modulacdo da dor, com importancia central para o sistema
noradrenérgico (Carstens et al., 1987; Proudfit, 1988; Haws et al., 1990),
opioidérgico (Watkins & Mayer, 1982; Carstens et al., 1987; Ko, 1997; Furst, 1999) e

serotoninérgico (Chitour et al., 1982; Carstens et al., 1987).

1.2 A serotonina

Entre os mediadores de origem celular, a 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou
serotonina apresenta importante papel na mudanca fenotipica dos nociceptores, e
pode ser encontrada em vertebrados, celenterados, tunicados, moluscos, artropodes
e até mesmo em graos, frutas e em venenos de vespas e escorpides (Sanders-Bush
& Hazelwood, 2011).

A serotonina foi isolada e caracterizada em meados de 1948 por Maurice
Rapport e Irvine Page (Rapport et al., 1948 a-c). O isolamento da 5-HT ocorreu apos
décadas de investigacfes que tinham como objetivo caracterizar uma substancia
vasoconstritora supostamente presente em plaquetas (Janeway et al., 1918; Reid &
Bick, 1942; Zucker, 1944). A concepc¢do do nome serotonina advém do radical latim
serum (soro) e da palavra tonic, de origem grega.

Em 1937, o cientista italiano Vittorio Erspamer extraiu uma substancia das
células enterocromafins do trato gastrintestinal que induzia contracdo da
musculatura lisa, sendo entdo denominada enteramina (Erspamer & Asero, 1952).
Posteriormente, em 1952, 0 mesmo pesquisador demonstrou que a enteramina e
serotonina eram a mesma substancia (Reid & Rand, 1952).

Anteriormente a essas observacgdes, ja era conhecida a melhor capacidade do

soro de causar contracdo de musculatura lisa quando comparado com o plasma
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(Janeway et al., 1918). Tal fato sustentou a ideia de que a 5-HT seria armazenada e
liberada durante o processo de coagulacdo, ao invés de estar presente de forma
livre na circulacdo. Janeway e colaboradores propuseram ja em 1918 que essa
substancia vasoconstritora estava presente em plaquetas. Foi demonstrado que a 5-
HT circulante era transportada primariamente em plaquetas em varias espécies
animais e suspeitava-se de que pudesse desempenhar algum papel na hemostasia
(Humphrey & Jaques, 1954).

A 5-HT foi rapidamente identificada em varios tecidos, incluindo cérebro,
pulmdes, rins, plaquetas e trato gastrintestinal. Enquanto seu papel sobre a fungéo
plaquetéria ainda era investigado, Brodie & Shore (1957) propuseram um papel de
neurotransmissor para 5-HT baseados em estudos que demonstravam a localizacéo
de seus receptores em areas especificas de cérebros de vertebrados (Twarog &
Page, 1953; Amin et al., 1954). Posteriormente, foi demonstrado que 5-HT estava
localizada principalmente em terminagdes nervosas em preparagdes isoladas de
cérebro de mamiferos (Michaelson & Whittaker, 1963; Zieher & De Robertis, 1963).

Dahlstroem & Fuxe (1964) foram os primeiros a mapear nucleos especificos
no cérebro que continham 5-HT. Esse grupo de neurbnios ficou conhecido como
sistema serotoninérgico. Nessa época, 5-HT era apenas o terceiro neurotransmissor
descoberto e ja estava associada a uma variedade de fungbes do sistema nervoso
central, como humor, comportamento, ciclo sono-vigilia e apetite (Mohammad-Zadeh
et al., 2008).

Em paralelo, gradualmente o sistema serotoninérgico teve a sua maquinaria
elucidada. A 5-HT é uma amina biogénica, semelhante a epinefrina, norepinefrina,
dopamina e histamina, sendo produzida em duas etapas. Na primeira delas, o

aminoacido essencial triptofano sofre hidroxilagéo originando o 5-hidroxitriptofano (5-
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HTP), por acdo da enzima triptofano hidroxilase. Na segunda etapa, o 5-HTP é
descarboxilado originando a 5-HT (Figura 3). Estudos farmacoldgicos iniciais
demonstraram que as reacfes de hidroxilacdo e descarboxilacdo ocorrem quase

gue instantaneamente na presenca do triptofano (Clark et al., 1954).
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S-Hidroxitriptamina
(Serotonina)

Figura 3 - Sintese de 5HT

Apesar de duas enzimas serem necessarias para a conversao do triptofano
em 5-HT, a hidroxilacdo do triptofano € considerada a etapa limitante por varias
razdes. Além da triptofano hidroxilase apresentar Ky relativamente alto (3 x 10-5 M;

Tong & Kaufman, 1975), essa enzima, por outro lado, possui afinidade muito baixa
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para outros aminoacidos e sua distribuicdo € limitada aos tecidos que contém
serotonina (Noguchi et al., 1973; Tyce, 1990, Champier et al., 1997). A atividade
especifica da triptofano hidroxilase contrasta com a acao inespecifica da triptofano
descarboxilase. Esta enzima também apresenta Ky relativamente alto, entre 8 x 10°
e 8 x 10* M, estando presente na maioria dos tecidos (Clark et al., 1954; Tyce,
1990). Considerando-se que essa etapa ndo representa fator limitante na sintese de
5-HT, torna-se dificil reduzir as concentracbes da 5-HT inibindo-se apenas essa
enzima.

De forma interessante, a conversdo do triptofano em 5-HT corresponde a
apenas 5% do total do metabolismo do triptofano, o que pode ser explicado por
alguns fatores: a localizacdo da enzima triptofano hidroxilase restrita ao cérebro e
células enterocromafins, e em menor extensdo, em plaquetas, além da converséo
enzimatica do triptofano proveniente da dieta a kinurenina (um metabdlito) pela
triptofano pirrolase do figado, que responde por cerca de 95% do metabolismo do
triptofano (Tyce, 1990).

No SNC, a 5-HT é sintetizada e armazenada em neurbnios localizados
principalmente na ponte e no mesencéfalo. O nucleo da rafe representa o maior
ndcleo com fibras serotoninérgicas ascendentes que se projetam para o encéfalo e
fibras descendentes que se estendem para o bulbo e medula espinhal. Um pequeno
namero de nucleos serotoninérgicos também esta presente na formacao reticular
com fibras que se projetam para o bulbo (Dahlstroem & Fuxe, 1964). Fora do SNC, a
sintese de 5-HT é limitada as células enterocromafins, e em menor extensédo, em
plaguetas. As plaguetas podem apresentar pequena capacidade de producdo de
5-HT, porém representam o mais importante local de armazenamento de 5-HT fora

do SNC. Os primeiros estudos ja demonstraram que as plaguetas captam
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rapidamente a 5-HT do plasma, deixando apenas baixas concentracdes circulantes
dessa substancia (Toh, 1954; Hardisty & Stacey, 1955). Cerca de 90-95% da
serotonina corporal esta localizada em tecidos periféricos, sendo a maioria
armazenada em plaquetas e células enterocromafins.

Aproximadamente 99% do total da 5-HT corpdrea localiza-se na porcéo
intracelular, o que implica em um mecanismo de fina regulacdo. A concentracdo de
5-HT nos tecidos depende das taxas de sintese, captacdo e metabolismo (Tyce,
1990). Os transportadores de recaptacdo seletiva da serotonina (SERT) reciclam a
5-HT da fenda sinaptica de volta ao neurdnio pré-sinaptico. Quando a 5-HT retorna
ao citoplasma neuronal, 0 neurotransmissor € transportado em vesiculas através do
transportador vesicular de monoaminas (VMAT) ou sofre degradacdo pelo sistema
de monoamina oxidase (MAQO), representando a primeira via metabdlica para a 5-HT
(Mcisaac & Page, 1959). Essa enzima é ubiqua e existe em duas isoformas, MAO-A
e MAO-B, sendo a 5-HT inativada principalmente pela isoforma A (Sandler et al.,

1981), formando o acido 5-hidroxindoacético (5-HIAA) que é excretado na urina.

Os efeitos induzidos pela 5-HT resultam de sua interacdo com receptores
pertencentes a sete familias, divididos em pelo menos quatorze subtipos, que
apresentam ampla distribuicdo no sistema nervoso central e periférico, bem como
em varios outros tecidos (Hoyer et al., 1994 e 2002). Estruturalmente, todos os
receptores serotoninérgicos sado acoplados a proteina G (metabotropicos) e
possuem sete dominios transmembrana, com excecdo dos receptores 5-HTs, que
séo ionotrépicos (Zeitz et al., 2002). A Figura 4 e a Tabela 1 contém informacdes
sobre o mecanismo de transducéao e a distribuicao tecidual dos principais receptores

de 5-HT.
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Canais idnicos e receptores acoplados a proteina G
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Figura 4 - Classificagao, subtipos e mecanismos de transducao dos receptores de 5-HT. Em

letras minUsculas, receptores cujo papel ainda ndo foi completamente estabelecido. AMPc:

monofosfato de adenosina ciclico; PLC: fosfolipase C; +VE: acoplamento positivo; -VE: acoplamento

negativo. Adaptado de Hoyer et al., 2002.
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Tabela 1 - Distribuicdo tecidual dos principais receptores de 5-HT

Receptores |Distribuicao tecidual

Cérebro, corno dorsal da medula espinhal,
5-HT1a . . . .

ganglio superior cervical, rins

SNC, DRG, ganglio trigémeo, timo, baco,
5-HTp o

linfécitos, SCV

DRG, corno dorsal da medula espinhal,
5-HT1p A . . N

ganglio superior cervical, ganglio trigémeo

Cérebro, Utero, mesentério, coracao,
5-HTr N . o

ganglio trigémeo, timo, linfécitos

DRG, corno dorsal da medula espinhal,
5-HTa ganglio superior cervical, cérebro, coracéo,

timo, baco, linfocitos

Timo, baco, linfécitos, utero, traqueia,
5-HTs R _

estbmago, rins
5-HT,c SNC, DRG, linfécitos
EHT SNC, DRG, corno dorsal da medula

° espinhal, ganglio trigémeo, bexiga

Cérebro, coracao, intestino, plexo
5-HT, o

mioentérico

Cérebro, ganglio superior cervical, timo,
5-HTg o

baco, linfécitos

Cérebro, DRG, ganglio superior cervical,
5-HT, ganglio trigémeo, timo, baco, linfdcitos,

coragao

Tabela adaptada de Nascimento 2011
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1.3 Serotonina no contexto nociceptivo e antinociceptivo
Receptores serotoninérgicos sao expressos em fibras aferentes primarias,
neurénios de projecdo e interneurénios, o que torna a ac¢do da 5-HT bastante

complexa.

Vérios estudos tém contribuido para elucidar o papel pré-nociceptivo da
5-HT. Esta, quando administrada perifericamente, induz dor em humanos (Jensen et
al., 1990), além de dor e edema de pata em ratos (Sufka et al., 1992; Taiwo &
Levine, 1992; Cole et al., 1995). Além disso, a 5-HT enddgena, produzida in loco,
esta envolvida na resposta nociceptiva induzida pela inje¢cdo subcutanea de
formaldeido na pata de ratos (Doak & Sawynok, 1997; Parada et al., 2001). Parada
et al. (2001) demonstraram que o composto 48/80 (um indutor de desgranulacao de
mastocitos) induz resposta nociceptiva e que cromoglicato (um inibidor da
desgranulacdo de mastécitos) inibe a segunda fase da resposta nociceptiva induzida
por formaldeido em ratos. Diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos estdo
associados a resposta nociceptiva induzida por 5-HT, tendo sido demonstrado que a
administracdo i.pl. de metisergida, cetanserina ou ondansetrona (antagonistas
5-HT,, 5-HT, e 5-HTj3, respectivamente) atenuam a resposta nociceptiva induzida
pela injecdo local de 5-HT (Sufka et al., 1992; Taiwo & Levine, 1992; Tokunaga et
al., 1998). Outros estudos também indicam o envolvimento de receptores 5-HT3; no
processamento nociceptivo periférico, uma vez que antagonistas seletivos desses
receptores inibem a resposta nociceptiva induzida por formalina ou por outros

estimulos inflamatorios em ratos (Giordano & Rogers, 1989; Okamoto et al., 2004).

Por outro lado, neurdnios serotoninérgicos estdo presentes na medula

rostroventral e no nudcleo magno da rafe, de onde se projetam para a medula
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espinhal formando sinapses nas laminas I, Il, IV e V, fazendo parte do sistema da via
inibitéria descendente (Millan, 2002). Estudos conduzidos por Reynolds (1969) ja
mostravam que a liberacdo de 5-HT no corno dorsal da medula espinhal induzida
pela estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal causava ativacdo de
interneurdnios inibitérios, resultando em inibicdo dos neurdnios espinhais (Peng et
al., 1996). Nesses locais, a 5-HT, ativa receptores 5-HT, e 5-HT3 em interneurénios
inibitorios, inibindo o corno dorsal da medula espinhal por mecanismos dependentes

da liberacdo de opioides (Peng et al., 1996).

1.4 Serotonina e sua interacdo com outros sistemas analgésicos

Além da classica interacdo serotoninérgica e opioidérgica na via descendente
analgésica (Peng et al., 1996) outros trabalhos também reforcam a relagdo entre

estes sistemas.

Taber & Latranyi (1981) mostraram uma relacdo entre os opioides e a
acdo da 5-HT, em que a deplecdo central de serotonina bloqueou o efeito
antinociceptivo de agonistas opioides assim como 0s analgésicos ndo opioides.
Neste trabalho foi avaliada a acdo da p-clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da
sintese de 5-HT, frente aos efeitos antinociceptivos de trés classes de analgésicos:
agonista opioide (morfina), agonista-antagonista opioide (pentazocina) e anti-
inflamatorio ndo-esteroidal (aspirina e clonixina) avaliados no teste de retirada de
pata de rato. O efeito analgésico de doses equivalentes para cada uma dessas
drogas foi abolido 48 horas ap6s a administracdo de PCPA (300 ou 150 mg/kg i.p.).
PCPA néo alterou a atividade antiedematogénica da clonixina e bloqueou 0 aumento

do tempo de reacédo induzido pela morfina a presséo aplicada a pata ndo inflamada
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na mesma extensao da pata inflamada. O 5-hidroxitriptofano (5-HTP, 80mg/kg i.p.),

precurssor da serotonina, restaurou a atividade antinociceptiva de todas as drogas.

Em trabalhos conduzidos por Kimura e colaboradores (2014), foi demonstrado
gue a administragdo sistémica de morfina aumenta a liberacdo de 5-HT no corno
dorsal da medula através de ativacdo dos neurdnios serotoninérgicos na medula

ventromedial rostral.

Em se tratando de canabinoides, varios trabalhos demonstram a interacdo dos

sistemas canabinoidérgico e serotoninérgico na modulagéo da dor.

Mallet et al., (2008) propde que analgesia induzida por acetaminofeno, um
anti-inflamatoério ndo esteroidal, tem a participacdo indireta de receptores CB; na
formacao do seu metabolito ativo (AM404), e posterior envolvimento de receptores
serotonérgicos espinhais supressores de dor. Foi sugerido que o
AM40 é capaz de reforcar a atividade do sistema endocanabindide através da
inibicdo de recaptacdo de anandamida ou pela reducdo da sua degradacéo (por
inibicdo da FAAH). Além disso, foi demonstrado que o efeito antinociceptivo induzido
por um agonista do receptor CB; (ACEA) dependia de que vias serotonérgicas

descendentes bulbospinal estivessem intactas.

Racz et al., (2008) mostraram que a analgesia induzida por canabinoides em
ratos deficientes de receptores CB; e CB,, foi completamente bloqueada por

ondansetrona, um antagonista seletivo dos receptores 5-HTs.

E semelhante ao que acontece com o sistema opioide, trabalhos conduzidos
por Seyrek et al., (2010) e Dogrul et al.,, (2012) sugerem que canabinoides
administrados por via sistémica exercem efeito antinociceptivo mediado por

receptores CB; por ativagdo de vias descendentes serotoninérgicas.
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Em relacéo a interacdo entre os sistemas serotoninérgico e nitrérgico, Charion
et al.,, (2007) demonstraram que a interacdo fisica entre o transportador de
serotonina (SERT) e a enzima oOxido nitrico sintase neuronal (nNOS) leva a
modulacéo reciproca de atividades, onde a nNOS reduz a atividade de SERT in vivo

e que a captacao de 5-HT estimula a atividade da nNOS.

Miller & Hoffman (1994) demonstraram que a ativacdo de um receptor de
adenosina Aj resulta em aumento da captacdo de 5-HT em células de ratos com
leucemia basofilica (RBL 2H3), e que esse aumento € bloqueado por inibidores de
NOS e por um inibidor de quinase dependente de GMPc, sugerindo que aumento do

transporte ocorre por meio da geracdo de NO e aumento dos niveis de GMPc.

Em relacdo a interacdo entre o sistema serotoninérgico e canais para
potéssio, Robles et al., (1996) demonstram que o efeito antinociceptivo central de
varios agonistas do receptor 5-HTia (8-OH-DPAT, buspirona, lesopitron e

tandospirona) foi inibido pelas sulfoniluréias gliquidona e glipizide.

Em outro trabalho, Hajhashemi & Amin (2011) demonstraram que 0 pré-
tratamento com glibenclamida reverteu parcialmente os efeitos antinociceptivos da
fluvoxamina (inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina) e amitriptilina (inibidor
nao seletivo da recaptacdo de monoaminas), sugerindo que Karp (canais para
potassio dependentes de ATP) tém um papel importante na atividade analgésica

dessas drogas.
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2. JUSTIFICATIVA

O papel da 5-HT na nocicepc¢ado pode variar de acordo com 0s subtipos de
receptores ativados. Esta, quando administrada perifericamente, induz dor em
humanos (Jensen et al., 1990) e em ratos por ativacdo dos receptores 5-HT, 5-HT,
e 5-HT3 (Sufka et al., 1992; Taiwo & Levine, 1992). Além disso, a 5-HT enddgena,
produzida in loco, esta envolvida na resposta nociceptiva induzida pela inflamacéo
por formalina na pata de ratos (Parada et al., 2001), possivelmente através dos
receptores 5-HT3 (Giordano & Rogers, 1989; Okamoto et al., 2004). Por outro lado,
estudos conduzidos a partir de 1969 ja mostravam que a liberacédo de 5-HT no corno
dorsal da medula espinhal induzida pela estimulacdo da substancia cinzenta
periaguedutal causava ativacdo de interneurdnios inibitérios, resultando em inibicao
dos neurdnios espinhais (Reynolds, 1969; Peng et al., 1996). Nesses locais, a 5-HT,
ativa receptores 5-HT, e 5-HT3; em interneurdnios inibitérios por mecanismos

dependentes de opioides (Peng et al., 1996).
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral
Verificar a possibilidade da serotonina provocar efeito antinociceptivo

apos administracao periférica e eventuais mecanismos envolvidos neste evento.

3.20bjetivos especificos

- Investigar se a serotonina, administrada perifericamente, induz antinocicepcao em
modelo de hiperalgesia induzida pela administracdo intraplantar de PGE2, no modelo
de retirada da pata de camundongo submetida a compressdo, bem como a

seletividade dos receptores serotoninérgicos envolvidos neste evento.

- Investigar se ha a participacdo da via opioidérgica no mecanismo de acao

antinociceptivo periférico induzido pela serotonina.

- Investigar se ha a participacdo da via canabinoidérgica no mecanismo de acao

antinociceptivo periférico induzido pela serotonina.

- Investigar se ha a participacéo da via L-arginina/NO/GMPc no mecanismo de acao

antinociceptivo periférico induzido pela serotonina.

- Investigar se ha a participagdo dos canais para potassio no mecanismo de acéo

antinociceptivo periférico induzido pela serotonina.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 30 e 40 g.
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG
(Cebio-ICB/UFMG). Esses foram alojados em caixas plasticas de dimensodes
30x16x12 centimetros (4/caixas) com cama de forragem, tendo livre acesso a racao
e agua. Permaneceram em ambiente com temperatura controlada (23 a 25°C), em
regime claro-escuro de 12 horas. Apds 0s procedimentos experimentais 0s animais
foram eutanasiados com injecdo intraperitoneal do agente anestésico geral uretana
em concentracao de 25% na dose de 5 ml/Kg. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG) sob o Protocolo n® 50/2013.  (Anexo I).

4.2 Drogas e Solventes

4.2.1 Agente hiperalgésico

- Prostaglandina E; (PGE,, Sigma, EUA) mantida em freezer, em solucdo estoque,
dissolvida em etanol. Antes das inje¢des, a PGE; foi diluida em solucéo salina (0,9%

de NaCl), obtendo-se a concentracdo de etanol 2% em salina.

4.2.2 Substancia sob teste

- Serotonina (Cloridrato, Sigma), dissolvida em salina, mantida no freezer em
solucéo estoque.

4.2.3 Farmacos envolvidos na via serotoninérgica

— Isamoltano (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores serotoninérgicos

5-HTg, dissolvido em salina;
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BRL 15572 (Sigma), antagonista seletivo dos receptores 5-HTp, dissolvido em
solucéo de DMSO 4% em salina;

Cetanserina (Biotrend, Suica), antagonista seletivo dos receptores 5-HTza,
dissolvido em salina;

Ondansetrona (Cristalia, Brasil), antagonista seletivo dos receptores 5-HTs,
dissolvido em salina;

SB-269970 (Sigma), antagonista seletivo dos receptores 5-HT;, dissolvido em

salina.

o Receptores Serotoninérgicos
Serotonina | g

Figura 5 — Mecanismo de a¢cao de farmacos que interagem com o sistema serotononinérgico

4.2.4 Farmacos envolvidos na via opioidérgica

— Naloxona (Sigma, EUA), antagonista ndo seletivo de receptores opioides,
dissolvida em salina.

— Clocinnamox (Tocris), antagonista seletivo dos receptores [ opioides,
dissolvido em salina.

— Naltrindole (Tocris), antagonista seletivo dos receptores & opioides, dissolvido

em salina.
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— Nor-binaltorfimina (Tocris), antagonista seletivo dos receptores k opioides,
dissolvida em salina.
— Bestatina (Tocris), inibidor da enzima amino peptidase N, enzima que degrada

peptideos opioides enddgenos, dissolvida em salina.

-
Serotonina °

jo

o Receptores Opidides

Opidides endbégenos — o o °
A

o 10 o

I e Naltrindole

Figura 6 — Mecanismo de acdo de farmacos que interagem com o sistema opoidérgico.

4.2.5. Farmacos envolvidos na via canabinoidérgica
- AM251 [1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-(1-piperidil)  pirazol-3
carboxamida] (Tocris), antagonista seletivo dos receptores CB; canabinoides,

dissolvido em DMSO 10% em salina.
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— AMG630 [6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil) etil]-1H-indol-3 il] (4metoxifenil)
metanona (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores CB;
canabinoides, dissolvido em DMSO 10% em salina.

— MAFP (metil araquidonil fluorofosfonato) (acido (5Z, 82, 117, 142)-
eicosatetraenil-fosfonofluoridrico metil ester) (Tocris), inibidor da enzima acido
graxo amida hidrolase (FAAH, fatty acid amide hydrolase), dissolvido em
etanol 3%.

- VDM11 [(5Z, 8Z, 11Z, 14Z)-N-(4-Hidroxi-2-metilfenil)-5, 8, 11,14-
eicosatetraenamida] (Tocris), inibidor do transportador de anandamida,
dissolvido em tocris solve 10%.

— JZL184 (4cido 4-[Bis (1,3-benzodioxi-5-il) hidroximetil]-1-piperidinocarboxilico
4-nitrofenil éster) (Tocris), inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL),

dissolvido em salina.

vDM11

Recaptacao

u o Receptores Canabinéides
Serotonina Lbe Endocanabindides L o @ @

© 10 o1

lo lo
- I‘
hidrolase ipase AM251 m

Figura 7 — Mecanismo de acdo de farmacos que interagem com o sistema canabinoidérgico.
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4.2.6. Farmacos envolvidos na via L-arginina/NO/GMPc

— L-NOArg (N®-Nitro-L-arginina) (RBI, EUA), inibidor ndo seletivo das enzimas
oxido nitrico sintase (NOS), dissolvido em salina.

— L-NPA (N"-Propil-L-arginina) (Sigma, EUA), inibidor seletivo da enzima éxido
nitrico sintase neuronal (nNOS), dissolvido em salina.

— L-NIO (Dihidrocloridrato de N°-(1-Iminoetil)-L-ornitina) (Sigma), inibidor
seletivo da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS), dissolvido em
salina.

— L-NIL (hidrocloridrato de N°-(1-Iminoetil)-L-lisina) (Sigma), inibidor seletivo da
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), dissolvido em salina.

— ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalina-1-ona) (RBI), inibidor seletivo

da enzima guanilato ciclase soluvel, dissolvido em DMSO 10% em salina.

-
Serotonina o

o NO Sintase
2. loce
A

Guanilato e
Ciclase soluvel LNIL LNPA

Io LNIO

Figura 8 — Mecanismo de acdo de farmacos que interagem com o sistema nitrérgico.
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4.2.7 Farmacos envolvidos nos testes com canais para potassio

— Glibenclamida (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao
ATP (Katp), dissolvida em Tween 20 1% em salina.

— Tetraetilaménio (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* dependentes
de voltagem (K,), dissolvido em solucéo salina.

— Cloreto de dequalinio (Santa Cruz, EUA), bloqueador seletivo dos canais para
K* ativados por Ca®* de baixa condutancia (Kca), dissolvido em salina.

— Paxilina (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* ativados por Ca** de

alta condutancia (Kca), dissolvida em salina.

° Canais para potassio

o gl Lo Y o L v
ot 0t Ot 10

Glibenclamida
Tetraetilamonio m

Figura 9 — Mecanismo de acao de farmacos que interagem com 0s canais para potassio.

4.2.7. Administracao das drogas
Todas as drogas foram administradas por via subcutdnea na superficie

plantar (via intraplantar) da pata posterior de camundongos num volume de 20 uL
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(Figura 10). A pata posterior direita foi utilizada em todos os experimentos, exceto
para o teste de exclusdo de um possivel efeito sistémico, para o qual a PGE; foi

injetada em ambas as patas posteriores.

Figura 10 - Administracdo de drogas pela via intraplantar.

4.3 Teste da retirada de pata

O método de retirada da pata submetida a compressdo, descrito
originalmente por Randall e Selitto (1957) e adaptado para camundongos por
Kawabata et al. (1992) foi utilizado para a mensuracdo da hiperalgesia periférica em
camundongo (Figura 11). No teste, o animal € cuidadosamente mantido em posi¢ao
horizontal sobre a bancada, por uma das méaos do experimentador, enquanto a pata
sob teste € “apresentada”, por sua superficie plantar, & parte compressora do
aparelho, que consiste em duas superficies, sendo uma plana, sobre a qual se
coloca a pata do animal, e outra conica, com uma area de 1,75 mm?2 na extremidade,
por meio da qual é aplicada uma pressao na superficie plantar da pata do animal
(Figura 12). A intensidade da presséo aplicada aumenta a uma taxa constante de 16
g/segundo marcado na régua numerada do aparelho, mediante o acionamento de

um pedal pelo experimentador, necessaria para induzir um reflexo de retirada de
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pata do animal. Ao observar a resposta nociceptiva do animal, o experimentador
desacionara o pedal, interrompendo assim o aumento da pressao imposta a pata,
sendo que o ultimo valor, que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado na
escala do aparelho e expresso em gramas (g). E importante ressaltar que o animal é
ambientalizado ao aparelho no dia que antecede o teste. Essa ambientalizacdo
consiste em submeter o animal a mesma situacado que sera vivenciada no dia do
experimento. A pata do animal é submetida ao aparelho trés vezes, ou até que o
mesmo ndo manifeste mais uma reacédo de fuga. Esse procedimento é importante
para permitir uma melhor observacdo da resposta nociceptiva do animal, que
durante o teste deve permanecer quieto, evitando que desenvolva uma reacado de

fuga simplesmente devido a situacédo estranha imposta a ele.

Figura 11- Camundongo submetido ao teste de retirada de pata.
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Figura 12 - Parte compressora do aparelho (Ugo Basile, Italia) utilizado para medir
o limiar de resposta ao estimulo mecanico aplicado na pata de camundongos.

4.3.1 Medida do limiar nociceptivo, hiperalgesia e antinocicep¢éao

O limiar nociceptivo € definido como a menor pressao aplicada a pata do
animal, em que o mesmo apresenta o reflexo de retirada da pata submetida a
compressédo. O limiar basal de cada animal foi determinado antes da administragéo
do agente hiperalgésico. Os limiares foram sempre medidos trés vezes, observando
um intervalo minimo de 10 segundos entre cada medida, sendo o resultado final a
média dessas medidas.

Para avaliacdo de um possivel efeito antinociceptivo periférico da serotonina,
foi realizado o acompanhamento temporal do limiar nociceptivo dos animais, em
funcdo da sua acdo sobre o efeito hiperalgésico induzido pela prostaglandina.
Considerando a hiperalgesia como diminuicdo do limiar nociceptivo, nos demais
experimentos sua intensidade foi avaliada pela diferenga (A) do limiar nociceptivo

obtido no inicio do experimento (valor basal), antes de qualquer injecdo (tempo
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zero), em relacao ao limiar medido apds 3 h da injecéo de prostaglandina (tempo em
gue se observa efeito maximo deste agente hiperalgésico).

Se antes ou durante o desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela
prostaglandina for administrado um farmaco com acdo antinociceptiva, sera
verificada uma reducédo da intensidade de hiperalgesia, ou seja, uma diminuicdo do
A do limiar nociceptivo. Do mesmo modo, farmacos com capacidade de interferir na
acdo desses agentes antinociceptivos tendem a reverter esse efeito, ou seja,
restaurar o A a valores préximos aqueles obtidos quando se administra somente o

agente hiperalgésico.

4.4 Procedimento experimental

As doses e os tempos de injecdo das drogas utilizadas foram baseados em

experimentos preliminares (pilotos) e em dados da literatura.

A serotonina ou seu veiculo (salina) foi injetada dez minutos antes da terceira

hora da injecdo da PGE, (momento de pico da hiperalgesia por PGE»).

Os antagonistas seletivos dos receptores 5-HTig, 5-HTip, 5-HT2a, 5-HT3 €
5-HT; (isamoltano, BRL 15572, cetanserina, ondansetrona e SB-269970,

respectivamente) foram administrados 10 minutos antes da serotonina.

Os antagonistas dos receptores u, & e K opioides (naloxona, clocinnamox,
naltrindole e nor-binaltorfimina, respectivamente) bem como o inibidor de

encefalinases (bestatina) foram administrados 30 minutos antes da serotonina.

Os antagonistas dos receptores canabinoides CB; e CB, (AM251 e AM630,

respectivamente) bem como os inibidores da captacdo e degradagdo de
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anandamida (VDM11 e MAFP, respectivamente) e o inibidor da degradacao de 2-AG

(JZL184) foram administrados 10 minutos antes da serotonina.

O inibidor da enzima NO-sintase (L-NOArg), os inibidores seletivos das
isoformas de NO-sintase, INOS, eNOS e nNOS (LNIL, LNIO e LNPA,
respectivamente), bem como o inibidor da enzima guanilil ciclase solivel (ODQ)

foram administrados 30 minutos antes da serotonina.

O bloqueador dos canais para potassio sensiveis a voltagem (tetraetilamonio)
foi administrado 30 minutos antes da administracdo da serotonina. Os bloqueadores
dos demais canais para potassio (glibenclamida, dequalinio e paxilina) foram

administrados 5 minutos antes da administragao da serotonina.

Os protocolos de administracdo foram registrados nas legendas de todos os

graficos.

4.5 Dosagem de nitrito realizada pelo método de reacédo de Griess

A dosagem de nitrito (NO2") foi realizada usando a Reac&o de Griess (Green et
al., 1982). Esse método colorimétrico requer que o nitrato (NO3") seja reduzido a
nitrito sendo esse determinado pela Reacdo de Griess. A reducdo enziméatica de
nitrato para nitrito requer a enzima nitrato redutase.

A serotonina (250 ng/pata) foi administrada 10 minutos antes da terceira hora
da injecdo da PGE2 (2 ug). Apdés 10 minutos, os animais foram eutanasiados e o
tecido da superficie plantar das patas posteriores direitas dos camundongos foi
coletado. As amostras foram homogeneizadas separadamente a 4°C com auxilio de
um homogeneizador de tecidos (potter) em tampéao Tris-HClI 30 mM (pH 7,5)

contendo acido etilenodiamino tetracético (EDTA) 5 mM, sacarose 250 mM, KCI
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30mM, B-mercaptoetanol 2%, fenil-metilfluorido sulféxido (PMSF) (50 pg/ml),
benzamidina100 yM, antipaina 50 uM e leupetina 50 yM. As amostras foram entao
centrifugadas (10.000 rpm, 15 min).

Posteriormente, 100 pyl do sobrenadante foi adicionado a uma placa de 96
pocos onde foi incubado por 30 minutos a 37°C na presenca de 0,2 U/mL Aspergillus
nitrato redutase, 50 mM HEPES, 5 uyM FAD e 0.1 mM NADPH totalizando um
volume de 500 uL. Para a formagao do branco foi adicionado 100 ul de solugéo
HEPES. Apds esse periodo, 5 ul de LDH (1500 U/ml) e 50 ul de acido piravico (100
mM) foram adicionados a cada po¢o com o intuito de oxidar a reacdo do NADPH.
Esta oxidacdo do NADPH catalisada pela LDH é essencial para a reducédo dos
nucleotideos de piridina (NADPH a NADH) que é fortemente inibida pela Reacéo de
Griess. Em seguida, 50 yL da solucdo resultante da reacdo anterior foram
transferidos para outra placa de 96 pocos, na presenca de 500 ul de reagente de
Griess (0,2% (p/v) de naftileno etilenodiamina e 2% (p/v) de sulfanilamida em 5%
(v/v) de é&cido fosforico e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. A concentracdo de nitrito nas amostras foi calculada com base em
uma curva padrdo com concentracdes pré-determinadas de nitrito de sédio (NaNO,).
A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas (Versamax, Molecular
Devices, EUA) no comprimento de onda de 543 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicatas. Os resultados de nitrito foram normalizados pela
concentracdo de proteina analisadas pelo método descrito por Lowry (1951). A
concentracdo de proteina nas amostras foi calculada com base em uma curva
padrdao com concentragcdes prée-determinadas de albumina.

A dosagem de nitrito foi realizada no Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular,

do Departamento de Fisiologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, pela
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aluna de pés-doutorado Grazielle Caroline da Silva, sob orientacdo da professora

Virginia Soares Lemos.

4.6 Analise Estatistica
Os resultados obtidos foram apresentados como a média + erro padrdo da
meédia (E.P.M.). Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA, seguida
pelo teste de Bonferroni para comparacfes multiplas. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de P<0.05. As analises estatisticas foram

feitas usando o programa GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS
5.1. Efeito antinociceptivo periférico da serotonina

A fim de avaliar o possivel efeito antinociceptivo periférico induzido pela
serotonina, fizemos experimentos para determinar as curvas de tempo-efeito e dose
resposta da antinocicepg¢éo induzida por essa amina. A administracéo de serotonina
(62,5, 125, 250, 500 ng e 1 pg) na pata traseira direita induziu uma resposta
antinociceptiva frente a hiperalgesia induzida por injecédo local de PGE; (2 pg/pata).
A dose de 250 ng produziu maior resposta antinociceptiva (Grafico 1), sendo essa
dose usada nos experimentos posteriores. Sabendo que o pico de acdo da PGE; é
de 3 horas ap0s sua administracdo, e visto que o pico do efeito antinociceptivo da
serotonina ocorreu 10 minutos apos sua administracdo, a serotonina foi administrada
10 minutos antes da terceira hora apds a adminstracdo de prostaglandina E», e as
medigOes foram feitas na terceira hora, de tal forma que, durante 0 momento das

medicdes, havia um pico simultaneo do efeito de ambas as substancias.

150+
> *
< 1257 ‘§ % . — PGE, 2 pg + 5HT 1 g

N
é 1004 PGE, 2 ug + 5HT 500 ng
Q % —-- PGE, 2 pg + 5HT 250 ng
g 777 -~ PGE, 2 ug + 5HT 125 ng
Z 50+ -~ PGE, 2 ug + 5HT 62,5 ng
.© PGE, 2 ng + Salina
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—
O T 1 F T T T T T
0 180 185 190 195 200
Time (min)

Gréfico 1 - Efeito da serotonina no limiar nociceptivo em camundongos com hiperalgesia
induzida por PGE,. Serotonina (ug/pata) foi administrada na pata traseira direita 10 minutos
antes da terceira hora da injecdo local da PGE, (momento de pico da hiperalgesia por PGE,). A
resposta antinociceptiva foi medida no teste de presséo da pata tal como descrito em Materiais e
Métodos. Cada linha representa a média e S.E.M. referentes ao n = 4 de animais. * indica uma
diferenca estatistica significativa em relacao a injecdo de PGE, 2 pg+ Salina como controle (P

<0,05, ANOVA + p0s-teste Bonferroni).
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Nosso proximo passo foi avaliar se a serotonina sozinha, sem administracédo de
qualquer substancia hiperalgésica, induziria algum efeito antinociceptivo nos
animais. Serotonina na dose de 250 ng foi administrada e as medi¢cGes do limiar
nociceptivo foram feitas 5 minutos e 10 minutos apdés sua administracdo (pico de
acao da serotonina). A serotonina nado induziu altera¢do no limiar nociceptivo, como

mostra o Gréafico 2.
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Grafico 2 - Efeito da serotonina quando administrada sozinha, sem qualquer agente
hiperalgésico. Serotonina (250 ng) foi administrada na pata traseira direita dos animais. Cada coluna

representa a média S.E.M. (n = 4).

Em seguida, para exclusdo de um possivel efeito sistémico, a prostaglandina E»
foi administrada nas patas posteriores direita (PD) e esquerda (PE), e a serotonina
(250 ng) foi administrada apenas na pata esquerda, e seu veiculo, salina,
administrada apenas na pata direita. Medi¢cdes do limiar nociceptivo de ambas as
patas foram feitas, antes e 180 minutos apds a injecdo da PGE, e em seguida
calculou-se a diferenca entre as médias destas medi¢cdes (A do limiar nociceptivo)
(Grafico 3). Esses resultados demonstram que a serotonina induziu efeito

antinociceptivo restrito a pata tratada, uma vez que nao alterou a hiperalgesia

56



Resultados

induzida pela PGE, na pata contralateral, sugerindo somente um efeito local,
descartando um efeito sistémico. Trabalhar com o A do limiar nociceptivo permite
uma melhor avaliacdo dos resultados, uma vez que cada animal possui uma
determinada sensibilidade a dor e um valor especifico de limiar nociceptivo basal.
Em todos os experimentos subsequentes sera utilizado o valor de A do limiar

nociceptivo para uma melhor observacao da resposta nociceptiva estudada.
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Gréafico 3 - Excluséo do efeito antinociceptivo sistémico da serotonina. Serotonina (250 ng) foi
administrada na pata esquerda 10 minutos antes da terceira hora de PGE, (2 pg), que foi
administrada em ambas as patas traseiras. Salina, como controle da serotonina, foi administrada na
pata direita dos animais. A resposta antinociceptiva foi medida, em ambas as patas. Cada coluna
representa a média S.E.M. (n = 4). * indica uma diferenc¢a estatistica significativa em rela¢éo a injec&o
de PGE, 2 pg+ Salina como controle (P <0,05, ANOVA + p6s-teste Bonferroni). PD = pata direira, PE

= pata esquerda.
5.2. Efeito dos antagonistas serotoninérgicos na antinocicepcao induzida por

serotonina

O isamoltano (100 ng, 1 e 10 pg/pata), um antagonista seletivo dos receptores
5-HT.g, a cetanserina (100 ng, 1 e 10 pg/pata) um antagonista seletivo dos
receptores 5-HT,a € a ondansetrona (100 ng, 1 e 10 pg/pata) um antagonista seletivo

dos receptores 5-HT3 reverteram a antinocicepcao periférica induzida pela
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serotonina (250 pg/ pata) de maneira dose-dependente (Graficos 4, 5 e 6,

respectivamente).

? 12 BB PGE, 2 ug + Salina + Salina

2 1004 # y # B2 PGE, 2 ug + Salina + 5HT 250 ng

g N E= PGE, 2 ug + ISA 100 ng + 5HT 250 ng
S 751 M PGE, 2 ug + ISA 1 ug + 5HT 250 ng
% § PGEz 2 tg + ISA 10 pg + 5HT 250 ng
g 501 § N PGE, 2 ug + ISA 10 pg + Salina

T 25 § B3 Etanol 2% + ISA 10 g + Salina
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Grafico 4 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de isamoltano (ISA). O isamoltano (ug) foi administrado 10 minutos
antes da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 pug + Salina + Salina e PGE, 2 pug + Salina +

5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pOs-teste Bonferroni).

% o B3 PGE, 2 ng + Salina + Salina
£ 100- 4 # BA PGE, 2 ug + Salina + 5HT 250 ng
o . S BE3 PGE, 2 ug + Cet 100 ng + 5HT 250 ng
S 757 2 [0 PGE, 2 ug + Cet 1 ug + 5HT 250 ng
CZ: * % § PGE, 2 pg + Cet 10 pg + 5HT 250 ng
8 0 % § PGE, 2 ug + Cet 10 ug + Salina
% . # / \ BB Etanol 2% + Cet 10 pg + Salina
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Grafico 5 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de cetanserina (Cet). A cetanserina (ug) foi administrada 10 minutos
antes da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE; 2 ug + Salina + Salina e PGE;, 2 pg + Salina +

5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).
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Gréfico 6 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de ondansetrona (Onda). A ondansetrona (ug) foi administrada 10
minutos antes da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.EM. (n = 4). *e #
indicam uma diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 pug + Salina + Salina e PGE, 2 pg
+ Salina + 5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + poés-teste

Bonferroni).

Ja o BRL15572 (10 pg/pata), um antagonista seletivo dos receptores 5-HTp €
0 SB-269970 (10 pg/pata), um antagonista seletivo dos receptores 5-HT; né&o
reverteram a antinocicepcao periférica induzida pela serotonina (250 ng/pata), como

mostra o Grafico 7.
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Gréafico 7 - O efeito da administracdo de BRL15572 e SB-269970 sobre a antinocicepc¢ao
periférica da serotonina. As drogas (ug) foram administradas 10 minutos antes da serotonina (250
ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma diferenca estatistica
significativa em relacéo a PGE; 2 ug + Salina + Salina e PGE, 2 pg + Salina + 5HT 250 ng injetadas

como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).
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5.3 Avaliacéo da participacdo do sistema opioidérgico no efeito antinociceptivo

periférico da serotonina

5.3.1 Efeito dos antagonistas dos receptores opioidérgicos na antinocicepcao

induzida pela serotonina

Como mostrado no Grafico 8, a naloxona (12,5, 25 e 50 pg/pata), um
antagonista ndo seletivo dos receptores opioides reverteu de maneira dose-

dependente a antinocicepcao periférica induzida pela serotonina (250 ng/ pata).

De forma semelhante (Grafico 9), o clocinnamox (10, 20 e 40 pg/pata), um
antagonista seletivo dos receptores opioides tipo pu também reverteu de maneira

dose-dependente a antinocicepcdo periférica induzida pela serotonina (250 ng/

pata).
S 125-
o EA PGE, 2 ug + Salina + Salina
-%_ 100- E3 PGE, 2 ug + Salina + 5HT 250 ng
o # # # B PGE, 2 ug + NX 12,5 ug + 5HT 250 ng
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< 50 4 PGE, 2 ug + NX 50 pg + 5HT 250 ng
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Gréfico 8 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de naloxona (NX). A naloxona (pg) foi administrada 30 minutos antes da
serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE; 2 ug + Salina + Salina e PGE, 2 pg + Salina +

5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + p6s-teste Bonferroni).
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Grafico 9 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracéo intraplantar de clocinnamox (Cloc). O clocinnamox (pg) foi administrado 30 minutos
antes da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 pug + Salina + Salina e PGE, 2 pug + Salina +

5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).
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Grafico 10 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracéo intraplantar de naltrindole (NTD) e nor-binaltorfimina (Nor). As drogas (ug) foram
administradas 30 minutos antes da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M.
(n =4). * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 ug + Salina + Salina
e PGE, 2 ug + Salina + 5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA +

pos-teste Bonferroni).

Como mostra o Gréfico 10, o naltrindole (60 pg/pata), um antagonista seletivo

dos receptores opioides tipo 8, e a nor-binaltorfimina (200 pg/pata), um antagonista
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seletivo dos receptores opioides tipo K, reverteram, ambos de maneira parcial, a

antinocicepcdo periférica induzida pela serotonina (250 ng/pata).

5.3.2 Peptideos opioides potencializam a antinocicepcdo periférica induzida pela

serotonina

A bestatina (400 pg/pata), inibidor de encefalinases que degradam peptideos
opioides (encefalinas), potencializou a antinocicepcédo periférica induzida pela

serotonina menor dose (62,5 ng/ pata) (Gréfico 11).
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Grafico 11 - Administracédo intraplantar de bestatina (Best) potencializa o efeito antinociceptivo
periférico da serotonina. A bestatina (ug) foi administrada 30 minutos antes da serotonina (62,5
ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma diferenca estatistica
significativa em relacdo a PGE, 2 ug + Salina + Salina e PGE, 2 ug + Salina + 5HT 62,5 ng injetadas

como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).
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5.4. Avaliacédo da participacdo do sistema canabinoidérgico no efeito

antinociceptivo periférico da serotonina

5.4.1. Efeito dos antagonistas canabinoides na antinocicepcdo induzida pela

serotonina

Como mostrado nos Graficos 12 e 13, o AM251 (20, 40 e 80 pug/pata), um
antagonista seletivo dos receptores canabinoidérgicos CB; e 0 AM630 (25, 50 e 100
pg/pata), um antagonista seletivo dos receptores canabinoidérgicos CB;,
respectivamente, reverteram dose-dependentemente a antinocicepcao periférica

induzida pela serotonina (250 ng/pata).

? 1] FA PGE, 2 ug + DMSO 10% + Salina

é 100- # oy E3 PGE, 2 ug + DMS010% + 5HT 250 ng

3 p q EJ PGE, 2 ug + AM251 20 ug + 5HT 250 ng
§ 757 " % § [ PGEz 2 ﬁg + AM251 40 ﬁg + 5HT 250 ng
Z " % \ PGE, 2 ug + AM251 80 pg + SHT 250 ng
8 901 . % § PGE, 2 ug + AM251 80 pg + Salina

£ ] = % § BB Etanol 2% + AM251 80 pg + Salina

Gréfico 12 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de AM251. O AM251 (pg) foi administrado 10 minutos antes da
serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relagdo a PGE, 2 ug + DMSO 10% + Salina e PGE; 2 ug +
DMSO 10% + 5HT 250 ng injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + p0ds-teste
Bonferroni).
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Grafico 13 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de AM630. O AM630 (pg) foi administrado 10 minutos antes da
serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relagcdo a PGE, 2 ug + DMSO 10% + Salina e PGE;, 2 ug +
DMSO 10% + 5HT 250 ng injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste
Bonferroni).

5.4.2. Endocanabinoides potencializam a antinocicep¢do periférica induzida pela

serotonina

O MAFP (0,5 pg/pata), um inibidor da enzima FAAH que degrada o
endocanabindide anandamida, e o JZL184 (3,75 ug/pata), um inibidor da enzima
MAGL que degrada o endocanabinoide 2-araquidonilglicerol (2-AG), potencializaram
a antinocicepcéao periférica induzida pela serotonina na menor dose (62,5 ng/ pata),
como mostra o Gréafico 14. Também o VDM11l (2,5 pg/pata), um inibidor da
recaptacdo do endocanabindide anandamida, potencializou a antinocicepgéo

periférica induzida pela serotonina baixa dose (62,5 ng/pata), (Grafico 15).
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Gréfico 14 - Administracao intraplantar de MAFP e JZL 184 potencializa o efeito antinociceptivo
periférico da serotonina. A drogas (ug) foram administradas 10 minutos antes da serotonina (62,5
ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma diferenca estatistica
significativa em relagéo a PGE, 2 pg + Salina + Salina e PGE, 2 pg + Salina + 5HT 62,5 ng injetadas

como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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Grafico 15 - Administracdo intraplantar de VDM11 potencializa o efeito antinociceptivo
periférico da serotonina. O VDM11 (ug) foi administrado 10 minutos antes da serotonina (62,5 ng
/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma diferenca estatistica
significativa em relacdo a PGE, 2 ug + Salina + Salina e PGE, 2 ug + Tocris Solve 10% + 5HT 62,5 ng

injetados como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + poOs-teste Bonferroni).
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5.5. Avaliacédo da participacdo da via L-arginina/NO/GMPc no efeito

antinociceptivo periférico da serotonina
5.5.1 Efeito da inibicdo da enzima Oxido Nitrico Sintase

O Grafico 16 mostra que o L-NOarg (12,5, 25 e 50 pg), um inibidor nao
seletivo da enzima NO-sintase, reverteu a antinocicepcdo periférica induzida pela
serotonina (250 ng/pata) de maneira dose-dependente. Por outro lado, apenas o
LNPA (24 ug), um inibidor seletivo da enzima NO-sintase neuronal reverteu o efeito
antinociceptivo periférico induzido pela serotonina (250 ng/pata). O mesmo nao
ocorreu com o uso dos inibidores seletivos da NO-sintase induzivel, o LNIL (24 ug),

e NO-sintase endotelial, o LNIO (24 pg), como mostra o Gréafico 17.
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Grafico 16 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de L-NOarg. O L-NOarg (pg) foi administrado 30 minutos antes da
serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 pug + Salina + Salina e PGE, 2 ug + Salina +

5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).
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Grafico 17 - O efeito da administragao de LNIL, LNIO e LNPA sobre a antinocicep¢ao periférica
da serotonina. As drogas (ug) foram administradas 30 minutos antes da serotonina (250 ng/pata).
Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma diferenca estatistica significativa
em relacdo a PGE, 2 yug + Salina + Salina e PGE, 2 pug + Salina + 5HT 250 ng injetadas como
controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + poOs-teste Bonferroni).

5.5.2. Mensuracédo dos niveis de nitrito apds a injecdo intraplantar de serotonina.

A administracao intraplantar de serotonina (250 ng/pata) induziu um aumento
significativo dos niveis de nitrito no homogeneizado da superficie plantar da pata de
camundongos que receberam previamente PGE, em comparagdo com 0S grupos
controles. Por outro lado, nem PGE, nem serotonina quando injetados sozinhos
foram capazes de induzir aumento dos niveis de nitrito nas amostras analizadas

(Grafico 18).
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Grafico 18 — Serotonina aumenta os niveis de nitrito na presenca de PGE, A serotonina (250
ng/pata) foi administrada por via intraplantar 10 minutos antes do pico de a¢do da PGE,. Cada coluna
representa a média S.E.M. (n = 8). * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relagdo a

salina e PGE, 2 ug, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).

5.5.3. Efeito da inibi¢do da enzima Guanilato Ciclase Soluvel

Como mostrado no Grafico 19, o ODQ (25, 50 e 100 pg), um inibidor da
enzima guanilato ciclase sollvel, reverteu a antinocicepcéo periférica induzida pela

serotonina (250 ng/pata) de maneira dose-dependente.
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Gréafico 19 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de ODQ. O ODQ (ug) foi administrado 30 minutos antes da serotonina
(250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma diferencga estatistica
significativa em rela¢cdo a PGE, 2 pg + Salina + Salina e PGE, 2 ug + DMSO 10% + 5HT 250 ng

injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + poOs-teste Bonferroni).
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5.6. Avaliacdo da participacdo dos canais para potassio no efeito

antinociceptivo periférico da serotonina

A glibenclamida (20, 40 e 80 ug), um bloqueador dos canais para potassio
sensiveis ao ATP, reverteu a antinocicepcao periférica induzida por serotonina (250
ng/ pata) de maneira dose dependente (Grafico 20). Por outro lado, o
tetraetilamoénio (30 pg), um bloqueador dos canais para potassio dependente de
voltagem, a paxilina (50 pg) e o dequalinio (50 ug), bloqueadores dos canais para
potassio ativados por célcio de alta e baixa condutancia, respectivamente, ndo foram
capazes de reverter a antinocicepcao periférica induzida pela serotonina (Grafico

21).
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Grafico 20 - O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da serotonina pela
administracdo intraplantar de glibenclamida. A glibenclamida (ug) foi administrada 5 minutos antes
da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n = 4). * e # indicam uma
diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 ug + Salina + Salina e PGE, 2 pug + Tween 20
1% + 5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + pés-teste

Bonferroni).
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Grafico 21 - O efeito da administragdo intraplantar de tetraetilamoénio (TEA), paxilina (PX) e
dequalinio (DQ) sobre a antinocicepc¢do periférica da serotonina. O tetraetilaménio (ug) foi
administrado 30 antes da serotonina (250 ng/pata). A paxilina e o dequalinio (ug) foram administrados
5 minutos antes da serotonina (250 ng/pata). Cada coluna representa a média S.E.M. (n =4). *e #
indicam uma diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 ug + Salina + Salina e PGE;, 2 ug
+ Salina + 5HT 250 ng injetadas como controles, respectivamente (P<0,05, ANOVA + poés-teste

Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Até o momento, estudos apontam a serotonina apenas com propriedades pro-
nociceptivas ao nivel periférico, ainda assim, fornecendo informacdes fragmentadas,
ndo permitindo uma avaliacdo de forma ampla e sistemética que auxilie a elucidar o
papel dessa amina biogénica, assim como de seus receptores na antinocicepgao
periférica (Nascimento, 2011).

Na presente série de experimentos, nds examinamos a hipétese que a
serotonina, neurotransmissor de fundamental importdncia no contexto da
antinocicep¢do central, também possui efeito antinociceptivo periférico em doses
bem menores do que as doses normalmente usadas para induzir nocicepgdo. O
papel da 5-HT na nocicepcao pode variar de acordo com os subtipos de receptores
ativados. Vérios estudos tém contribuido para elucidar o papel pré-nociceptivo de
5-HT quando administrada perifericamente, em humanos (Jensen et al., 1990) e em
ratos por ativacdo dos receptores 5-HT1, 5-HT, e 5-HT3 (Sufka et al., 1992; Taiwo &
Levine, 1992). Além disso, a 5-HT endodgena, produzida in loco, esta envolvida na
resposta nociceptiva induzida pela inflamagcdo por formalina na pata de ratos
(Parada et al., 2001), possivelmente através dos receptores 5-HT3; (Giordano &

Rogers, 1989; Okamoto et al., 2004).

Em nossos experimentos, a injecdo de serotonina em varias doses,
surpreendentemente, se mostrou eficaz em induzir antinocicepcao periférica, sendo
a dose de 250 ng/pata a que induziu o efeito antinociceptivo mais intenso, portanto
escolhida para os proximos esperimentos. Nossos resultados mostram ainda que a
serotonina quando administrada sozinha ndo induz qualquer alteragdo no limiar

nociceptivo dos animais; o Unico efeito observado foi o aparecimento de edema nas
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pata. O edema € formado apdés a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e extravasamento de liquido instersticial, e € um efeito comum encontrado
em varios tabalhos que usaram administracao periférica de serotonina, (Cole et al,
1995; Santos et al, 2013). A nossa estratégia de exclusdo do possivel efeito
sistémico da serotonina mostrou que a dose de 250 ng sO induz efeito local, nédo
havendo participacéo de vias centrais neste evento, contribuindo para a sustentacao
da hipotese sobre os mecanismos de acdo periférica proposta para a serotonina

neste trabalho.

Salientamos que a dose mais eficaz para induzir antinocicepgéo (250 ng), em
nosso modelo, foi 40 vezes menor que a dose requerida para induzir efeito
hiperalgésico maximo (10 pg) na pata de ratos, como observado por Nascimento,
(2011), em modelos experimentais similares. Assim sendo, uma dose de serotonina
bem abaixo da necesséria para induzir dor em animais pode estar, contrariamente,

induzindo antinocicepcao periférica por mecanismos ainda nao descritos.

Neste estudo, utilizamos como agente hiperalgésico a injecdo intraplantar de
prostaglandina E,. Estudos propdem que, através do aumento da concentracédo de
AMPc e ativacao das proteinas quinases A (PKA) e C (PKC), a PGE; ativa correntes
de sddio resistentes a tetrodotoxina e inibe canais para potassio dependentes de
voltagem, aumentando assim a excitabilidade neuronal, o que diminui o limiar de
ativacdo dos neurdnios aferentes primarios (Vanegas e Schaible, 2001; Kassuya et
al., 2007; Sacks et al., 2009). De fato, estudos mostram que a PGE;, é capaz de
sensibilizar diretamente neurdnios aferentes primarios a estimulos quimicos,
térmicos e mecanicos (Ferreira, 1972; Ferreira e Nakamura, 1978; 1979), sem

requerer a participacdo de células intermediérias (Kawabata, 2011), tendo por isso a
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vantagem sobre outros métodos de hiperalgesia, como a carragenina, por eliminar a
possibilidade do efeito periférico do farmaco estudado ser resultante de um bloqueio
da liberacdo ou acdo de mediadores produzidos durante um processo inflamatério
(Vinegar et al., 1987). Nossos resultados corroboram estudos prévios realizados em
nosso laboratério que demonstram a intensidade maxima de hiperalgesia induzida
pela injecao local de PGE; na dose de 2 ug/pata (Soares & Duarte, 2001; Pacheco &

Duarte, 2005; Alves et al., 2012).

Ao nivel periférico, o ganglio da raiz dorsal comumente expressa 0s receptores
5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT24, 5-HT3 € 5-HT; (Wu et al. 2001, Liu et al. 2005). Avaliando os
nossos resultados sobre a seletividade dos receptores da serotonina envolvidos no
evento analgésico na periferia, verificamos que isamoltano, cetanserina e a
ondansetrona (antagonistas seletivos dos receptores 5-HTi;g 5-HT,a € 5-HTj3
respectivamente) reverteram o efeito antinociceptivo periférico induzido por 5HT de
maneira dose-dependente, sugerindo a participagcdo destes receptores nesse
mecanismo de acdo. Drogas antagonistas seletivas sdo comumente usadas para
verificar a participacdo de receptores especificos. Nossos estudos também
mostraram que esses antagonistas seletivos testados ndo causam qualquer

hiperalgesia ou efeito antinociceptivo quando administrados isoladamente.

Recentemente, Granados-Soto e colaboradores (2010) mostraram que
agonistas seletivos dos receptores 5-HTia, 5-HTig, 5-HTip, 5-HTie e 5-HTie
administrados diretamente na pata inibem a resposta nociceptiva induzida por
formaldeido em ratos. Além disso, também foi mostrado que esse efeito
antinociceptivo € inibido de forma dose-dependente por antagonistas seletivos para

0S mesmos receptores. Foi demonstrado que ha aumento da expressdo de mRNA
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de 5-HTig apés a inflamagcdo (Wu et al., 2001; Liu et al., 2005). De acordo com
esses dados € provavel que estes receptores estejam presentes nos terminais
periféricos de fibras aferentes primarias, corroborando a proposta de Nicholson et
al., (2003), de que mRNA de 5-HT,5 € distribuido ao longo de neurbnios sensoriais.
Tomados em conjunto, estes dados sugerem que o efeito antinociceptivo induzido
pelo agonista seletivo dos receptores 5-HT;g resulta da ativacdo desse tipo de
receptores localizado nos terminais periféricos de fibras aferentes primarias. Nossos
resultados acrescentam a essa possibilidade, o envolvimento de receptores 5-HT,a €

5-HTs.

Em seus trabalhos, Alhaider & Wilcox (1993) demonstraram que a
administracdo intratecal de agonistas dos receptores 5-HTig induz antinocicepc¢éo
em camundongos, e que esse efeito foi revertido apds administracdo de um
antagonista desses mesmos receptores. Embora n&o tenha avaliado diretamente o
comportamento nociceptivo, foi mostrado em outro estudo que sumatriptano, um
agonista 5-HTig/1p, inibe em baixas doses 0 extravasamento de plasma induzido por
capsaicina em ratos (Pierce et al., 1996), sugerindo um papel inibitério

desempenhado por esses receptores em diferentes situacoes.

Vérios estudos também ja evidenciaram o papel dos receptores 5-HT,a no
processamento periférico da resposta nociceptiva, como por exemplo, na analgesia
induzida por substancia doce em ratos, uma vez que o aumento dos limiares
nociceptivos causados pela ingestdo de sacarose foi antagonizado pela
administracdo periférica de cetanserina (Reboucas et al., 2005). Nesse mesmo
trabalho, a metisergida, um antagonista serotoninérgico ndo seletivo, também

antagonizou a analgesia induzida por sacarose de maneira semelhante a causada
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por cetanserina, sugerindo assim que outros subtipos de receptores
serotoninérgicos, além da subfamilia 5-HT,, exercem um papel importante na

analgesia.

Também sdo encontrados trabalhos na literatura demonstrando o efeito
antinociceptivo associado ao receptor 5-HT3. Sasaki e colaboradores (2001)
observaram que a administragao intratecal de um agonista 5-HT3 produz reducgéo da
resposta induzida por formaldeido em ratos, e que esse efeito antinociceptivo é
revertido pela administracdo do antagonista 5-HT3; ondansetrona. Adicionalmente,
em camundongos, jA foi demonstrado em modelo de contorcdes abdominais
induzidas por acido acético que o efeito antinociceptivo de paroxetina, inibidor
seletivo da captacdo de 5-HT, é reduzido pela administragdo de ondansetrona,
sugerindo assim a participacdo dos receptores 5-HT3 na analgesia periférica em dor

guimicamente estimulada (Kesim et al., 2005).

Em contraste, o0 BRL15572 e o SB269970, (antagonistas seletivos dos
receptores 5-HTp e 5-HT7 respectivamente) ndo reverteram o efeito antinociceptivo
periférico induzido por serotonina, sugerindo que estes receptores nao participam
deste evento. Esta afirmacado se refere apenas ao nosso modelo experimental, uma
vez que Rocha-Gonzalez et al. (2005) mostraram que SB 269970 (antagonista
5-HT7) inibe o comportamento nociceptivo induzido por formaldeido, 5-HT ou
agonistas serotoninérgicos em ratos. Em relagdo aos receptores 5-HT;p, embora os
dados sejam escassos, alguns resultados indicam que o0 sumatripano, um agonista
5-HT1gn1p reduz dor inflamatdria (Bingham et al., 2001; Nikai et al., 2008) e

inflamagéo neurogénica (Carmichael et al., 2008). Além disso, estudos mostram que
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o BRL15572 reverteu o efeito antinociceptivo de GR46611 (um agonista dos
receptores 5-HT1g/1p) €m ratos (Granado-Soto et al. 2010).

Nossos resultados demonstram gque a serotonina possui papel antinociceptivo
periférico, se administrada em baixas doses, e ainda que seus receptores 5-HTig, 5-
HT.a, 5-HT3, encontrados no DRG, participam desse mecanismo, e estdo em
consonancia com os mecanismos moleculares gerados quando da ativacdo desses
receptores, sendo que receptores 5-HT;z sdo acoplados as proteinas Gi/O
promovendo entdo diminuicdo dos niveis de calcio intracelular e a abertura de
canais para potassio (Hoyer et al., 1994; Hannon & Hoyer, 2008), hiperpolarizando a
célula, e consequentemente, inibindo os neurdnios presentes no DRG, o0 que poderia
resultar numa acdo direta da serotonina na inibicAo das fibras nociceptivas.
Entretanto, os receptores 5-HT,a S@o acoplados as proteinas Gq e 0s receptores 5-
HT3; sdo receptores ionotrépicos (Xie et al., 2012), sugerindo efeitos excitatérios de
ambos, provavelmente por aumento da concentracdo intracelular de Ca®*. Uma vez
que nossos resultados demonstram um evento final inibitorio mediado pelos
receptores 5-HT s € 5-HT3 e sabendo da transduc¢éo farmacolégica excitatoria destes
receptores, nos acreditamos que estes receptores estariam estimulando algum
grupo celular a liberar agentes enddgenos que diminuiriam a excitacdo dos
nociceptores como evento final. Dentro desta hipétese, a serotonina poderia estar
induzindo células residentes, como macréfagos e queratindcitos, a liberarem
substancias analgésicas enddégenas, como opioides e canabinoides.

Foi demonstrado que ao nivel periféerico varios agentes induzem
antinocicepcgdo ao liberar opioides enddgenos (Pacheco et al. 2005, 2008; Romero

et al., 2009; Reis et al., 2009).
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A participacdo de opioides enddégenos na antinocicepcao periférica tem sido
extensivamente estudada nas Ultimas décadas (Smith, 2008). Os efeitos dos
opioides ocorrem em consequéncia da ativacdo central e/ou periférica dos seus
receptores. Os receptores opioides [, K € & sdo acoplados a proteina G; e ao serem
ativados diminuem o nivel de AMPc intracelular, impedindo a acdo dos canais para
calcio voltagem dependentes, atenuando a excitabilidade neuronal (Kieffer et al.,

2002).

Na presente investigacdo verificamos a possivel participacdo do sistema
opioide na antinocicepc¢do periférica induzida pela serotonina. Para tentarmos
esclarecer quais os mecanismos de acdo envolvidos, investigamos quais receptores
periféricos opioides a serotonina estaria ativando ao induzir resposta antinociceptiva.
Somente o bloqueio dos receptores p-opioides foi capaz de reverter totalmente a
acdo antinociceptiva periférica da serotonina. J4 o blogueio dos receptores 6 e k-
opioides reverteu apenas parcialmente a acdo antinociceptiva periférica da
serotonina, sugerindo a participacéo desses receptores, mesmo que em parte, neste

mecanismo de acao.

Desde 1969 estudos ja mostravam que a liberacdo de 5-HT no corno dorsal da
medula espinhal induzida pela estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal
causava ativacdo de interneurbnios inibitérios, via receptores 5-HT, e 5-HTj,
resultando em inibicdo dos neurdnios espinhais por mecanismos dependente de
opioides (Peng et al., 1996). Nosso trabalho avanca mostrando a participacao destes
receptores, por mecanismos semelhantes, agora a nivel periférico. Nosso estudo
ndo foi o Unico a propor uma interacdo entre estes sistemas fora do contexto da

ativacdo da via descendente analgésica.
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Yoshikawa et al., (2009) demonstraram que em um estudo in vivo de
microdialise, TRK-820, um agonista dos receptores Kappa opioides, atenuou de
maneira dose-dependente as alteracfes bioquimicas de dopamina e serotonina no
cortex pré-frontal de ratos tratados com fenciclidina (alucindégeno, tem como efeitos
sintomas semelhantes aos apresentados na esquizofrenia), sem afetar os seus
niveis basais em ratos normais, inferindo assim que esse agonista potencialmente
participa do sistema de monoaminas, melhorando comportamentos anormais
relacionadas com as suas alteracfes, sugerindo o seu potencial terapéutico contra

0s sintomas da esquizofrenia.

Adriaens et al., (2014) sugerem que a disponibilidade do receptor cerebral 5-
HT.a em cées apds exposicdo prolongada de morfina foi diminuida. Mesmo néo
tendo relacdo direta com o controle da dor, esses estudos fornecem evidéncias
adicionais de que ha interacdo entre os sistemas opioidérgico e serotoninérgico em

casos de tolerancia.

Kimura e colaboradores (2014) demonstraram que a administracdo sistémica
de morfina aumenta a liberagcdo de 5-HT no corno dorsal da medula através de
ativacdo dos neurbnios serotoninérgicos na medula ventromedial rostral. O pré-
tratamento intratecal com ondansetrona, um antagonista do receptor 5-HT3, ou 5,7-
diidroxitriptamina sulfato de creatinina, uma neurotoxina seletiva para os terminais
serotoninérgicos, atenuou o efeito analgésico da morfina em ratos normais, mas
aumentou o efeito analgésico da morfina em ratos que tiveram dor neuropatica

induzida.

Uma estratégia farmacoldgica utilizada para aumentar os efeitos de peptideos
opioides liberados endogenamente é a inibicdo das peptidases. A aminopeptidase N

€ uma peptidase transmembranica com um grande dominio extracelular que contém
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o0 sitio ativo, expressa em leucécitos e neurdnios, responsavel por inativar peptideos
opioides endogenos (Luan & Xu, 2007; Stein & Machelska, 2011). Nesse contexto, a
fim de avaliar o envolvimento de peptideos opioides enddégenos na modulacdo do
efeito antinociceptivo periférico da serotonina utilizamos a bestatina, inibidor da
enzima aminopeptidase N. A administracao intraplantar da bestatina potencializou o
efeito antinociceptivo periférico da dose baixa de serotonina, manifestado pelo

aumento do limiar nociceptivo dos animais.

Estudos prévios relataram que peptideos opioides provenientes de células
imunes podem ativar receptores opioidérgicos presentes nas terminacdes nervosas
periféricas em pata inflamada de ratos (Stein et al., 1990; Mousa et al., 2001). Os
peptideos opioides enddgenos tém diferentes seletividades pelos receptores
opioides, sendo a B-endorfina particularmente seletiva para os receptores y e &
opioides (Millan, 2002). Perifericamente, sabe-se que a interacdo entre opioides
derivados de células imunes e receptores opioides localizados em terminais de
neurdnios sensoriais pode resultar em analgesia potente (Stein, 1995) e que o mais
importante peptideo opioide envolvido na analgesia periférica enddégena seria a -
endorfina (Stein et al.,1990). Outra fonte provavel destes peptideos sdo as células
imunes residentes, como os queratindcitos. Esta hipétese parece viavel uma vez que
0s queratindcitos sdo a principal célula residente na pele levando em consideracéo a
quantidade de B-endorfina (Ibrahim e cols., 2005), e que estes teriam maquinaria
para sintetizar e liberar através do aumento de célcio (Koizumi e cols., 1991; Ibrahim
e cols., 2005) a B-endorfina (lbrahim e cols., 2005). Os queratindcitos expressam
constitutivamente pré-opiomelocortina (POMC), que é precursora de uma variedade
de peptideos, incluindo o peptideo opioide enddégeno [B-endorfina (Wintzen &
Gilchrest, 1996). Além disto sao fonte de B-endorfina (Ibrahim et al., 2005), dinorfina
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A (Tominaga et al.,, 2007), Met e Leucina-encefalina (Slominski et al., 2011)

liberados mediante ativacéo celular.

Diante desses resultados, sugerimos o envolvimento de [-endorfina,
encefalinas e dinorfinas, peptideos opioides que ativam os receptores y, & e K
presentes no nociceptor (Millan, 2002) no mecanismo antinociceptivo periférico
induzido pela serotonina, provavelmente com a participacdo de células imunes e/ou
residentes neste contexto ap0s a ativacdo destas por receptores serotoninérgicos de
transducédo excitatéria como o0 5-HT; e 5-HTs.

Tendo em vista esses resultados sobre a interacdo entre os sistemas
serotoninérgico e opioidérgico e dados reportados por nosso grupo de pesquisa
revelando que a ativagdo de receptores u liberaria canabinoides enddgenos que
contribuem para o efeito antinociceptivo dos opioides (Pacheco et al., 2008; 2009)
pensamos na possibilidade de haver participagcdo de endocanabinoides no efeito
antinociceptivo periférico da serotonina.

Trabalhos sugerem que canabinoides administrados por via sistémica
exercem efeito antinociceptivo mediado por receptores CB; ativando as vias
descendentes serotoninérgicas (Seyrek et al.,, 2010; Dogrul et al., 2012) e
noradrenérgicas (Dogrul et al.,, 2012), envolvendo receptores 5-HT,n e 5-HT7

espinhais.

Aléem disto, Mallet et al., (2008) propde que a analgesia induzida por
acetaminofeno (anti-inflamatério ndo esteroidal) tem a participacdo indireta de
receptores CB; na formagdo do seu metabdlito ativo (AM404), e posterior
envolvimento de receptores serotonérgicos espinhais supressores de dor. Racz et

al., (2008) mostraram que a analgesia induzida pela anandamida em ratos
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deficientes de receptores CB; e CB,, foi completamente bloqueada por
ondansetrona, um antagonista seletivo dos receptores 5-HT3; Ainda ha evidéncias
sugerindo que a anandamida modula a atividade de diversos canais ibnicos, entre
eles o receptor 5-HT3 (Barann et al.,, 2002) podendo alterar seletivamente as
propriedades de dessensibilizacdo do receptor. Esses resultados sugerem que a
analgesia induzida pela anandamida nédo € exclusivamente mediada pela ativacéao

de receptores CB; e/ou CB; (Racz et al., 2008).

Em relacao as vias analgésicas ao nivel periférico, a literatura aponta para um
grande numero de interacbes cruzadas. Estudos conduzidos por Romero et al.,
(2013) demonstraram que agonistas canabinoides induzem antinocicepc¢éao periférica
ativando receptores CB; e CB; canabinoides, estimulando a liberagcdo de
noradrenalina enddgena, ativando finalmente receptores adrenérgicos nos
nociceptores. Em outros trabalhos, Romero et al. (2009) propuseram que o0 agonista
dos receptores ay-adrenérgicos xilazina, poderia induzir antinocicepcao periférica por
ativacdo de células residentes que liberariam peptideos opioides enddgenos,
induzindo antinocicepcdo. Diante desse conjunto de resultados, nosso proximo
passo foi investigar se haveria interacdo entre 0s sistemas canabinoidérgico e
serotoninérgico também na antinocicepcéao periférica induzida pela serotonina.

Desde a descoberta do receptor canabinoide acoplado a proteina G (Matsuda
et al., 1990; Gérard et al., 1991) e a identificacdo de canabinoides enddgenos, esse
sistema tem sido estudado e implicado em diversos contextos fisiologicos. As
pesquisas revelam o efeito antinociceptivo dos canabinoides através de estudos
eletrofisiol6gicos e comportamentais in vivo (Hohmann et al., 1999; Kelly et al., 2001,

Clapper et al., 2010).
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Os assim chamados “endocanabinoides”, compostos eicosanoides derivados
de acido araquiddnico, constituem um grupo relativamente diversificado, com pelo
menos dois membros ja bastante estudados: o N-araquidonoil etanolamina (AEA),
mais conhecido como anandamida e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG). A producao
dos endocanabinoides pode ocorrer a partir de diversos precursores fosfolipidicos,
sendo que a sintese de anandamida ocorre a partir da hidrélise do N-araquidonoil
fosfatidiletanolamina (NAPE) (Jin et al.,, 2009) e a sintese de 2-AG ocorre
principalmente através do diacilglicerol (DAG) (revisto por Basavarajappa, 2007).
Tais sinteses s6 ocorrem sob demanda, a partir do aumento das concentracfes
intracelulares de Ca®*, ndo ocorrendo estocagem em vesiculas secretérias (Van
Sickle et al., 2005).

Os endocanabinoides ativam o0s receptores canabinoides em diversas
condicBes fisiologicas, sendo que a maioria dessas ainda carece de detalhes ao

nivel molecular e celular (De Petrocellis et al., 2004).

O surgimento dos antagonistas dos receptores canabinoides nos oferece uma
ferramenta interessante para pesquisar esse sistema em evidéncia nos dias atuais.
Através do antagonismo dos receptores periféricos CB; e CB, com AM251 e AM630,
respectivamente, verificamos a reversdo da antinocicepcao periférica induzida pela

serotonina.

Agarwal et al. (2007) relataram que o0s receptores CB; expressos nas
terminagfes periféricas de neurdnios sensitivos primarios sdo responsaveis pela
maior parte da modulagdo endogena da dor exercida pelos endocanabinoides, bem
como, pelo efeito antinociceptivo de canabinoides exdgenos administrados por via

sistémica e intraplantar. Em relacdo aos receptores CB, assim como em nossos
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trabalhos, h& varias evidéncias da participacdo desses receptores na antinocicepcao
periférica em modelos de dor nociceptiva (Malan et al., 2001) e inflamatéria induzida
pela carragenina (Quartilho et al., 2003). O endocanabinoide palmitoiletanolamida
(PEA) apresentou efeito antinociceptivo periférico no teste de formalina (Calignano
et al., 1998; Jaggar et al., 1998) e carragenina (Romero et al.,, 2012), sendo este
efeito bloqueado por um antagonista CB,, mas nao por um antagonista CB;. Estudos
mostram que nao soO os receptores CB;, mas os CB, também estdo envolvidos na
inibicdo enddgena da transmissdo nociceptiva pelos endocanabinoides ao nivel
periférico (Calignano et al., 1998). Além disso, foi observado que a ativagdo desses
receptores em queratinécitos resulta na liberacdo do peptideo opioide B-endorfina
que agem em receptores u opioides, provavelmente em neurdnios aferentes

primarios, induzindo antinocicepc¢ao periférica (Ibrahim et al., 2005).

Mais uma vez, sabendo que queratindcitos tém maquinaria também para a
producéo de endocanabinoides e os libera quando ha aumento de calcio intracelular
(Maccarrone e cols., 2003), acreditamos ser possivel que a a¢do da serotonina, em
baixas doses, sobre os receptores serotoninérgicos de transducao excitatéria como
0 5-HT, e 5-HT3; induza um aumento intracelular de calcio com consequente
liberacdo de anandamida e 2-AG por queratindcitos. Trabalhos demonstram que
endocanabinoides sdo sintetizados através da ativacdo de receptores 5-HToa pOs-
sinapticos, regulando a inibicdo da liberagcdo de GABA (acido y-aminobutirico, um
neurotransmissor inibitério) pré-sinaptico e também a transmisséo serotoninérgica
local na amigdala basolateral. Esse mesmo trabalho também sugere que a liberacao
de serotonina no terminal pré-sinaptico € modulada por receptores CB; (Yoshida et

al., 2013).
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Logo apds sua producdo, os endocanabinoides séo liberados por neurdnios
pos-sinapticos despolarizados e se dirigem aos terminais pré-sinapticos, onde
ativam receptores canabinoides através de um mecanismo de sinalizacéo retrograda
(Alger, 2002). Essa sinalizacdo é finalizada através acdo de transportadores
presentes na membrana neuronal, que promovem o0 deslocamento do
endocanabinoide do meio extra para o intracelular (Beltramo et al., 1997; revisto por
Pacher, 2006), e com posterior degradacdo pela acdo de enzimas especificas
presentes no interior dos neurénios (revisto por Di Marzo, 2008).

A anandamida € hidrolisada pela enzima acido graxo amida hidrolase (FAAH,
do inglés fatty acid amide hydrolase), localizada em neurbnios pdés-sinapticos
(revisto por Seierstad & Breitenbucher, 2008), tendo como produtos o acido
araquidénico e a etanolamina (Di Marzo, 1994). J4 o 2-AG é hidrolisado pela enzima
monoacilglicerol lipase (MAGL), presente em neurbnios pré-sindpticos (Dinh et al.,
2002), tendo como produtos o &cido graxo e glicerol (revisto por Guindon &

Hohmann, 2009).

A anandamida liga-se preferencialmente a receptores CB; (Pertwee & Ross,
2002) e o presente trabalho mostrou que o efeito antinociceptivo da serotonina é
dependente desses receptores, sugerindo dessa forma a participacdo da
anandamida no efeito antinociceptivo dessa amina. A fim de confirmar essa hipétese
foi utilizado o VDM11, um inibidor de recaptacdo de anandamida (De Petrocellis et
al., 2000), e o MAFP, um inibidor irreversivel da FAAH (Deutsch et al., 1997), sendo
gue os dois potencializaram o efeito antinociceptivo da serotonina, reforcando essa

hipétese.
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Estudos também sugerem que o 2-AG, endocanabindide que possui afinidade
semelhante para os receptores CB; e CB; (Pertwee & Ross, 2002), também esta
envolvido na inibicdo da nocicepcdo ao nivel periférico. Estudos mostram que
inibidores da MAGL apresentam efeito antinociceptivo periférico frente a hiperalgesia
induzida pela formalina e capsaicina, sendo que esse efeito € mediado por

receptores CB; e CB; (Spradley et al., 2010; Guindon et al., 2011).

Com objetivo de avaliar a possivel participacdo do 2-AG no efeito
antinociceptivo periférico da serotonina utilizamos o JZL184, um inibidor da MAGL
(Long et al., 2009), o qual também potencializou o efeito em questdo. Considerando
gue a MAGL é responsavel pela hidrdlise seletiva do 2-AG (Dinh et al., 2002), esses
resultados sugerem que esse endocanabindide também pode indiretamente estar

envolvido no efeito antinociceptivo da serotonina.

A literatura ainda aponta que o receptor CB; canabinoide e u opioide
formariam heterodimeros (Rios et al., 2006) e que a sinalizacao intracelular ocorre
através de uma proteina G comum (Hojo et al., 2008). Isso poderia explicar o fato de
gue tanto o antagonista opioide naloxona quanto o antagonista CB; AM251 terem
antagonizado o efeito antinociceptivo da serotonina em nosso modelo, podendo ser
alvo de pesquisas futuras.

Recentemente foi demonstrado também para a acdo antinociceptiva periférica
da morfina que esta, apds ativar os receptores | opioides através da subunidade By
e posterior ativagdo da via PI3K/AKT, induziria uma ativagcdo da enzima nNOS com

consequente ativacao da via NO/GMPc/Katp N0 nociceptor (Cunha et al., 2010).

Em se tratando de antinocicepcdo, ao longo dos ultimos 20 anos, varios

trabalhos demonstraram um mecanismo de agao periférico dependente de NO para
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varios agentes analgésicos (Ferreira et al., 1991; Amarante e Duarte, 2002;
Maegawa e Tonussi, 2003; Ortiz et al., 2005; Pacheco et al., 2005; Reis et al., 2009;

Romero et al. 2012).

Sabendo que opioides (Rodrigues e Duarte, 2000; Pacheco et al., 2005) e
canabinoides (Reis et al.,, 2011; Romero et al., 2012) induzem antinocicepc¢ao
periférica também pela ativacdo da via L-arginina/NO/GMPc e que a serotonina
induz liberacdo de opioides e canabinoides endbégenos, o proximo passo do
presente estudo foi avaliar a participagcdo dessa via no efeito antinociceptivo
periférico da serotonina.

Com a finalidade de verificar se a serotonina leva ao aumento da sintese de
NO, utilizamos o inibidor n&o seletivo da NOS, o N®-Nitro-L-arginina (L-NOArg), um
anélogo da L-arginina, que inibe competitivamente a enzima NOS, bloqueando a
sintese de NO (lacopucci et al., 2012). Foi observado que o L-NOArg reverteu o
efeito antinociceptivo periférico da serotonina de maneira dose-dependente,
sugerindo que o NO é um mediador importante para tal efeito.

O NO é enzimaticamente formado a partir da L-arginina por trés isoenzimas,
as constitutivas (NNOS e eNOS) e a isoforma induzivel (iNOS) (Reutov e Sorokina,
1998), sendo as trés isoformas localizadas perifericamente em neurénios do ganglio
da raiz dorsal (Papadopolou et al., 2004). De acordo com os resultados obtidos,
sugerimos que a serotonina administrada perifericamente ativa a nNOS. A ativacéo
da isoenzima nNOS, e ndo da eNOS e INOS, esta envolvida no mecanismo
antinociceptivo periférico de varios tipos de analgeésicos, incluindo anandamida,
morfina, SNC80 (agonista do receptor & opioide), acetilcolina, xilazina, dipirona,

diclofenaco e palmitoiletanolamida (Romero et al., 2011; Romero et al., 2012a).
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Como demonstra Chanrion et al., (2007), co-expressdo de nNOS com SERT
(transportador de serotonina) em células HEK293 diminuiu a captacdo de serotonina
como consequéncia da diminuicdo da expressdo de SERT na superficie celular.
sugerindo que a nNOS reduz a atividade de SERT in vivo. Nesse mesmo trabalho foi
demonstrado que a producdo de NO foi aumentada quando células co-transfectadas
com nNOS e SERT foram expostas a 5-HT. Este efeito foi suprimido por inibidores
da captacdo de 5-HT, indicando que a captacdo de 5-HT estimula a atividade da
NNOS. Em conjunto esses dados sugerem que a interacdo fisica entre SERT e

NNOS provoca reciproca modulacao de atividades funcionais.

Ao examinar o efeito da ativacao de receptores por segundos mensageiros no
transportador de 5-HT em células de ratos com leucemia basofilica (RBL 2H3), Miller
& Hoffman (1994) demonstraram que o transporte de neurotransmissores pode ser
rapidamente regulado por receptores acoplados a proteina G e que essa regulacédo
ocorre via NO e GMPc. Demonstraram ainda que a funcdo do transportador de
serotonina pode ser diferencialmente regulada por dois sistemas distintos de
segundos mensageiros, indicando que alteracdes na atividades de transportadores
via ativacdo de receptores pode levar a significante mudanca de concentracdo de

serotonina nas sinapses.

O NO uma vez formado, promove a estimulacdo da enzima guanilato ciclase
soluvel e consequentemente aumento das concentracées de GMPc (Moncada et al.,
1988). O aumento desse segundo mensageiro esta relacionado com o efeito
antinociceptivo periférico de varios analgésicos opioides (Ferreira et al., 1991;
Duarte et al., 1992; Pacheco et al.,, 2005; Romero et al., 2012a). Em nossos

resultados foi observado que a administracdo do ODQ, um inibidor da enzima
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guanilato ciclase solavel, reverteu de forma dose-dependente o efeito antinociceptivo
periférico induzido pela serotonina. Portanto, os resultados sugerem que essa amina
aumenta os niveis de NO, com consequente ativacdo da enzima guanilato ciclase
soluvel e aumento dos niveis de GMPc em nosso modelo.

Apoés a ativacdo da NOS e formacdo de NO esse mediador é rapidamente
oxidado formando dois produtos o nitrito (NO2) e o nitrato (NO3) (Kelm, 1999).
Considerando que o NO € altamente instavel, a quantificacdo dos niveis de nitrito &
uma forma indireta utilizada para determinar os niveis de NO (Bryan e Grisham,
2007). No presente estudo, verificamos que a administracdo intraplantar de
serotonina somente induziu um aumento dos niveis de nitrito em animais que
receberam previamente PGE,. Interessantemente nem PGE; ou serotonina quando
injetadas sozinhas induziram aumento dos niveis de nitrito nas amostras. Este
resultado € surpreendente uma vez que esperdvamos que a serotonina induziria
aumento de nitrito mesmo em amostras sem PGE,. Pelo que observamos parece
gue uma vez sob alguma agressao, no caso a acao da PGE;, o tecido sofre
alteragcbes moleculares que permitem, sob a agdo da serotonina, uma liberacao
periférica de NO. Este atual trabalho ndo demonstra se esta hipétese é possivel,
mas uma vez que o grupo tratado PGE, com serotonina induziu aumento
significativo de nitrito na amostra, fortalece, junto com os dados anteriores, a nossa
hipdtese de que o efeito antinociceptivo da serotonina é dependente da participacao

de NO.

Varios trabalhos realizados em nosso laboratério verificaram a ligacao entre a
participacdo da via NO/GMPc e a ativacdo dos canais para potassio na
antinocicepcgéao periférica (Soares et al., 2000; Rodrigues e Duarte, 2000; Soares e

Duarte, 2001). Ja foi demonstrado também que o efeito antinociceptivo central de
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varios agonistas do receptor 5-HT;a (8-OH-DPAT, buspirona, lesopitron e
tandospirona) foi inibido pelas sulfoniluréias gliquidona e glipizide (Robles et al.,

1996).

Em outro trabalho, Hajhashemi & Amin (2011) demonstraram que 0 pré-
tratamento de animais com glibenclamida reverteu parcialmente os efeitos
antinociceptivos da fluvoxamina (farmaco inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina) e amitriptilina (inibidor ndo seletivo da recaptacdo de monoaminas),
sugerindo que os canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) tém um papel

importante na a atividade analgésica dessas drogas.

No presente estudo, foi observado que o efeito antinociceptivo periférico da
serotonina foi revertido pela administracdo local da sulfoniluréia glibenclamida,
bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao ATP (Nichols e Lederer, 1991),
mas ndo pelos bloqueadores seletivos para os canais para K' dependentes de
voltagem (tetraetilamonio), dos canais para K' ativados por Ca®** de baixa
(dequalinio) e alta (paxilina) condutancia, sugerindo o envolvimento apenas do canal
Katp NO evento estudado.

Diante desses resultados sugerimos que a serotonina induza antinocicepc¢ao
por mecanismos que ativam a via L-arginina/NO/GMPc/Katp.

Em conclusdo, nossos dados sugerem, pela primeira vez, a acao
antinociceptiva periférica induzida pela serotonina quando administrada em baixas
doses em patas pré-tratadas com PGE;, e que ha interacdo do sistema
serotoninérgico com 0s sistemas opoidérgico, canabinoidérgico e nitrérgico, além do
envolvimento dos canais para potassio. Nossa hipdtese € que a serotonina cause

antinocicepgdo por ativagdo dos receptores 5-HT,g de transducdo farmacoldgica
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inibitéria via proteina G;, inibindo diretamente 0s nociceptores, e também por
ativacdo dos receptores 5-HT,n e 5-HT3, com transducfes excitatorias, ativando
células residentes, como queratindcitos, que produzem e liberam endocanabinoides
e peptideos opioides endogenos, levando a uma hiperpolarizacdo celular, via
NO/GMPc/Katp, cOm consequente efeito antinociceptivo (Figura 13). Ressaltamos a
necessidade de investigacbes futuras a respeito da seletividade dos peptideos
opioides e endocanabinoides envolvidos, bem como a participacdo efetiva dos

gueratindcitos neste evento.

Peptideos
- Opioides
Endocanabinoides

Queratindcitos

L

KATP

( t]l membrane

Antinocicepcao

Figura 13 - Hipotese sobre o mecanismo antinociceptvio periférico induzido pela serotonina. A
serotonina ativa os receptores 5-HT,gz diretamente nos nociceptores ou através dos 5-HT,, e 5HT3; em
gueratinécitos, produzindo e liberando endocanabindides e peptideos opibdides, com consequente ativacdo da
via NO/GMPc/K,tp NOS Nnociceptores.
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