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RESUMO

A 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) € uma amina vasoativa liberada
principalmente por plaguetas (em humanos), mastocitos (em roedores) e células
endoteliais. Exerce papel regulador do musculo liso no sistema cardiovascular e do
trato gastrointestinal, participa da agregacdo plaquetaria e atua como
neurotransmissor do sistema nervoso central. Embora relacionada a uma série de
processos fisiologicos e suas disfungbes, os mecanismos e sitios de acédo da 5-HT
carecem de elucidacdo. Ferramentas farmacoldgicas e terapéuticas tém sido
descobertas por meio da inibicdo seletiva de diferentes subtipos de receptores de 5-
HT, encontrados em diferentes tecidos e envolvidos em condi¢cdes dolorosas e
inflamatoérias. Apesar da existéncia de informacdes sobre o papel da 5-HT em
nocicepcdo, a maior parte dos estudos esta focada em seu papel no sistema
nervoso central, enquanto que sua funcdo em tecidos periféricos ainda néo é clara.
O objetivo desse estudo foi investigar o papel de 5-HT e de seus receptores no
processamento periférico da resposta nociceptiva em camundongos. Inicialmente, foi
demonstrada a presenca de 5-HT em tecidos periféricos da pata posterior de
camundongos, e que o RNAm para os receptores 5-HT;g, 5-HTip, 5-HT, e 5-HT3
esta presente no DRG mas ndo em material proveniente de patas. A administracao
intraplantar (i.pl.) de 5-HT (10, 20 ou 40 pg/pata; 10 pl) induziu comportamento de
lambida de pata em camundongos. O pré-tratamento (-10 min; 10 pl; i.pl.) com
ciproeptadina (0,5 ou 5 pg; antagonista 5-HT;, 5-HT,), mianserina (0,1 ug;
antagonista 5-HT,, 5-HTg), isamoltano (0,5 ou 5 ug; antagonista 5-HTig) ou
cetanserina (0,1 ou 1 pg; antagonista 5-HT,a) reduziu de forma significativa o
comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT em camundongos. Quando
administrados na pata contralateral, esses antagonistas nao inibiram essa resposta,
indicando que seu efeito € proveniente de acdo local. BRL 15572 (1 ou 10 ug;
antagonista 5-HT1p), ondansetrona (5 ou 20 pg; antagonista 5-HT3) ou SB 269970
(2,5 ou 25 ug; antagonista 5-HT;) n&o inibiram a resposta nociceptiva induzida por 5-
HT. 5-HT (10, 20, 40, 80 jg; 20 ul; i.pl.) também induziu alodinia mecéanica em
camundongos. Essa resposta foi inibida pelo pré-tratamento (-10 min; 20 ul; i.pl.)
com BRL 15572 (10 pg) ou SB 269970 (25 pg), mas néo por isamoltano (5 pg; 20 pl;
i.pl.) ou cetanserina (1 ug; 20 pl; i.pl.). Por outro lado, ondansetrona (20 ug; 20 ul;
i.pl.) exacerbou a alodinia mecénica induzida por 5-HT em camundongos. Também
foi investigado o efeito induzido por esses antagonistas sobre a alodinia mecéanica
induzida por carragenina em camundongos (100 ug; 20 pl; i.pl.). Nenhum dos
antagonistas testados inibiu essa resposta. Entretanto, ondansetrona (20 ug; 20 pl;
i.pl.) exacerbou a alodinia mecanica induzida por carragenina em camundongos.
Nossos resultados evidenciam o envolvimento de 5-HT no processamento periférico
da resposta nociceptiva em camundongos pela demonstracdo de que (1) essa amina
esta presente em tecidos periféricos; (2) o RNAmM para seus receptores € encontrado
em DRG e (3) que antagonistas podem inibir ou exacerbar a resposta induzida por
5-HT ou carragenina. No que tange os receptores envolvidos, os resultados indicam
um importante papel excitatério para os receptores 5-HT1, 5-HT,, 5-HTg € 5-HT7, de
acordo com o modelo avaliado. Finalmente, nosso estudo representa a primeira
demonstracdo de um papel inibitorio atribuido aos receptores 5-HT3; em tecidos
periféricos em camundongos.

PALAVRAS-CHAVE: Serotonina; 5-hidroxitriptamina; 5-HT; receptores
serotoninérgicos periféricos; dor; nocicepgdo; camundongos



ABSTRACT

5-Hydroxytryptamine (5-HT, serotonin) is a cell-derived vasoactive amine, released
primarily by platelets (in humans), mast cells (in rodents) and endothelial cells. It is a
regulator of smooth muscle in the cardiovascular and gastrointestinal systems, an
enhancer of platelet aggregation, and a neurotransmitter in the central nervous
system. Although 5-HT is implicated in the regulation of a humber of physiological
processes and their malfunction, including those related to inflammation, the exact
sites and mechanisms of its action are poorly defined. Pharmacological as well as
therapeutic tools have been discovered by selectively targeting 5-HT receptor
subtypes, which have been described in different tissues and demonstrated to be
involved in painful and inflammatory conditions. The aim of this study was to
investigate the role played by 5-HT and its receptors in the peripheral processing of
the nociceptive response of mice. Initially, 5-HT was found in peripheral tissues (hind
paw) and mRNA for 5-HTig, 5-HTip, 5-HT,, 5-HT3 was found in the dorsal root
ganglion, but not in the paw. Intraplantar (i.pl.) injections of 5-HT (10, 20 or 40
Mg/paw; 10 ul) induced a nociceptive response in mice characterized by paw licking
behavior. Pre-treatment (-10 min; 10 pl; i.pl.) with cyproheptadine (0.5 or 5 ug; 5-HTy,
5-HT, antagonist), mianserine (0.1 ug; 5-HT>, 5-HTg antagonist), isamoltane (0.5 or 5
Mg; 5-HT.g antagonist) or ketanserine (0.1 or 1 ug; 5-HT,a antagonist) significantly
reduced the paw licking behavior induced by 5-HT. When injected at the contralateral
paw, these antagonists did not reduce paw licking behavior induced by 5-HT,
indicating that their effect results from local action. BRL 15572 (1 or 10 pg; 5-HT1p
antagonist), ondansetron (5 or 20 pg; 5-HT3 antagonist) or SB 269970 (2.5 or 25 ug;
5-HT7 antagonist) did not inhibit the nociceptive response induced by 5-HT. 5-HT (10,
20, 40, 80 pg; 20 pl; i.pl.) also induced mechanical allodynia. This response was
inhibited by pre-treatment (-10 min; 20 pl; i.pl.) with BRL 15572 (10 ug) or SB 269970
(25 pg), but not by isamoltane (5 ug; 20 ul; i.pl.) or ketanserine (1 pg; 20 pl; i.pl.). On
the other hand, ondansetron (20 pg; 20 pl; i.pl.) increased mechanical allodynia
induced by 5-HT. We also investigated the effects induced by these antagonists on
the mechanical allodynia induced by carrageenan (100 ug; 20 pl; i.pl.). None of the
antagonists inhibited this response. However, ondansetron (20 pg; 20 ul; i.pl.)
increased mechanical allodynia induced by carrageenan. Our results provide support
to the involvement of 5-HT in the peripheral nociceptive processing by demonstrating
that (1) the amine is present in peripheral tissues; (2) mMRNA for many of its receptors
is found in the dorsal root ganglion and (3) antagonists inhibit or increases the
response induced by 5-HT or carrageenan. Regarding the receptors involved, the
results indicate an important excitatory role for 5-HT;, 5-HT,, 5-HTs and 5-HT;
receptors, depending on the nociceptive model evaluated. Finally, our study provides
the first evidence of the inhibitory role of 5-HT3 receptors at peripheral tissues in
mice.

KEYWORDS: Serotonin; 5-hydroxytryptamine; 5-HT; peripheral serotonergic
receptors; pain; nociception; mice
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e nocicepcao

A dor, definida pela International Association for the Study of Pain (IASP), é uma
experiéncia desagradavel que envolve aspectos sensoriais, emocionais e cognitivos,
estando associada a uma leséo real ou potencial. De uma forma geral, a resposta
nociceptiva se inicia com a ativacdo de um grupo especial de neurbnios sensoriais
por estimulos nocivos térmicos, mecanicos ou quimicos. Esses neur6nios, também
chamados nociceptores, conduzem informacdes para estruturas localizadas na
medula espinhal ou no cérebro. Os corpos celulares desses neurdnios estdo
localizados nos ganglios da raiz dorsal (DRG), nodosos ou trigeminais, dependendo
da parte do corpo que inervam. Os nociceptores diferem de outros grupos de
neurdnios sensoriais, principalmente, em relacdo ao limiar para ativagdo. Em
situacdes normais, nas quais ndo ha lesdes de nervos ou processo inflamatoério
associado, 0s nociceptores apresentam limiar de ativacdo bem mais elevado do que
aquele dos demais neurdnios sensoriais. Durante o processo inflamatério ou leséo
neurolégica pode ocorrer diminuicdo do limiar para ativacdo dos nociceptores e 0
desenvolvimento de alodinia ou hiperalgesia. Para revisées sobre o assunto, vide
CATERINA & JULIUS (2001), LEWIN et al. (2004), MILLAN (1999), RAJA et al.
(1999) e SNIDER & McMAHON (1998).

Os nociceptores podem ser classificados quanto ao diametro de seus axonios,
mielinizacdo e velocidade de conducdo do potencial de acdo. Os nociceptores
denominados tradicionalmente como fibras C apresentam axbénios de pequeno
diametro, ndo mielinizados e conduzem o potencial de acdo em menor velocidade,
enquanto aqueles denominados fibras Ad apresentam axénios de maior diametro,
mielinizados e maior velocidade de conducao (JULIUS & BASBAUM, 2001; MILLAN,
1999). Quanto aos neurotransmissores produzidos e liberados, as fibras C podem
ser classificadas em duas popula¢cdes. Uma populagdo contém peptideos pro-
inflamatorios como a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e é regulada pelo fator de crescimento de nervo (NGF). A outra
populacdo, ndo peptidérgica, pode ser identificada por meio de métodos

imunohistoquimicos pela presenca de enzimas especificas. Essas duas populacdes



apresentam, também, diferencas nas projecdes para o corno dorsal da medula
espinhal. Apesar dessas diferencas estruturais e de conteado de
neurotransmissores, acredita-se que ndo existem diferencas marcantes em relagcéao
aos tipos de estimulos que as ativam (SNIDER & McMAHON, 1998). Os
nociceptores também podem ser classificados quanto ao aspecto funcional como
sensiveis a estimulos térmicos, mecanicos, quimicos ou de carater polimodal.
Apesar de todas as combinacbes de sensibilidade serem encontradas, o0s
nociceptores polimodais, que respondem a todos os tipos de estimulos, sdo 0s mais
comuns (HUNT & MANTYH, 2001).

Além da sensibilidade aos estimulos térmicos e mecanicos, 0s nociceptores podem
ser ativados ou ter seu limiar para ativacdo reduzido na presenca de Varios
mediadores quimicos liberados durante o processo inflamatério. Como resultado
dessas alteracbes, pode ocorrer comportamento nociceptivo espontaneo,
hiperalgesia ou alodinia. Parte dos nociceptores sensiveis aos estimulos quimicos
normalmente € insensivel aos estimulos térmicos e mecanicos. Esses nociceptores,
chamados de silenciosos, sédo ativados apenas durante condi¢des que induzem
alteracdes marcantes do microambiente quimico local, como aquelas associadas ao
processo inflamatorio (HUNT & MANTYH, 2001; XU et al., 2000). Os mediadores
inflamatorios também contribuem para as alteracbes vasculares que resultam no
edema. Tais mediadores, atuando de maneira isolada, em combinacdes ou em
sequéncia, amplificam a resposta inflamatéria e influenciam sua evolucao
(COLLINS, 1999).

Os mediadores inflamatérios originam-se do plasma ou das células. Os mediadores
oriundos do plasma geralmente sdo encontrados em formas precursoras que devem
ser ativadas por clivagens proteoliticas, a fim de adquirir suas propriedades
bioldgicas. Os mediadores oriundos das células normalmente estdo armazenados
em granulos intracelulares, que precisam ser secretados, ou sao sintetizados em
resposta ao estimulo inflamatorio (COLLINS, 1999; RYAN & MAJNO, 1977).

No plasma, existem trés sistemas principais que produzem mediadores que
contribuem para as manifestagbes da resposta inflamatéria. O sistema do

complemento compreende varias proteinas que sdo encontradas em maior



10

concentragdo no plasma. Esse sistema pode ser ativado pelo complexo antigeno-
anticorpo, bem como por produtos bacterianos e componentes de outros sistemas
de proteinas do plasma. Os componentes desse sistema induzem aumento da
permeabilidade vascular, quimiotaxia e opsonizacdo e tém papel importante na
imunidade inata e adaptativa para defesa contra microorganismos (BARRINGTON et
al., 2001; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

O sistema da coagulacdo também é composto por varias proteinas do plasma. Os
fibrinopeptideos sédo mediadores inflamatérios importantes e estéo relacionados ao
aumento dos efeitos das cininas em musculos lisos, a inducdo do extravasamento
de plasma e a quimiotaxia dos neutréfilos. Os fragmentos biologicamente ativos
liberados durante a protedlise da fibrina aumentam a permeabilidade vascular na
pele e também induzem a migracdo dos neutréfilos (RYAN & MAJNO, 1977;
SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

O terceiro conjunto de mediadores de origem plasméatica € representado pelas
cininas, que séo peptideos que induzem vérios efeitos vasculares e ativam ou
sensibilizam nociceptores. A formacédo desses peptideos depende da interacdo de
proteinas do plasma (fator Xll, pré-calicreina e cininogénio de alto ou de baixa
massa molecular) com superficies carregadas negativamente, como o colageno e as
membranas basais. O principal agente efetor do sistema das cininas € a bradicinina,
um peptideo com nove residuos de aminoacidos que foi descoberto em 1949 por

Rocha e Silva e colaboradores.

Mediadores inflamatérios de natureza protéica também contribuem para a inducgéo
dos sinais e sintomas da inflamacéo. Varios estudos demonstraram que as citocinas
interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral-o (TNF-a) induzem
sensibilizacdo dos nociceptores e edema de pata em varios modelos experimentais
(BUCKLEY et al.,, 1991; DAVIS & PERKINS, 1994; DOUGLASS et al., 1996;
FUKUOKA et al.,, 1994; HRUBEY et al.,, 1991; PERKINS et al., 1995). Da mesma
forma, essas respostas podem ser induzidas por outros mediadores inflamatoérios de
natureza protéica como a SP, as neurocininas A e B, o NGF e o CGRP (ALVES et
al., 1999; AMANN et al., 1995; BILEVICIUTE et al., 1998; CHU et al., 2000; INOUE
et al., 1996; LAM & YIP, 2000; WAJIMA et al., 2000). Entre os mediadores de
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natureza nao protéica, o ATP (HAMILTON et al., 1999; ZIGANSHINA et al., 1996) e
0s aminoacidos excitatérios, como o glutamato (BEIRITH et al., 2002; CAIRNS et al.,

2002), também contribuem para a inducéo dos sinais e sintomas da inflamacéo.

Os mediadores de origem celular contribuem de forma marcante para a indugao de
varios sinais e sintomas associados a inflamacédo. Esses mediadores pertencem a
diferentes grupos quimicos (aminas, lipides, aminoacidos, proteinas), podendo ser
encontrados pré-formados e armazenados em granulos intracelulares ou serem
produzidos sob demanda. Os seus efeitos resultam da interagdo com enzimas ou

receptores especificos.

Entre os mediadores de origem celular, a histamina, uma amina formada a partir da
histidina, tem importante papel na inducdo de alteracées que se estabelecem de
forma rapida, uma vez que esta presente em granulos e é rapidamente liberada por
exocitose durante o processo inflamatério. Quase todos os tecidos contém
histamina, sendo os mastécitos a principal fonte (BROWN & ROBERTS II, 2003). A
histamina interage com receptores especificos (Hi, Hz, Hz e Hy) encontrados em
diferentes tecidos. A liberacdo imediata da histamina faz com que essa amina seja
considerada o principal mediador responsavel pelo aumento da permeabilidade

vascular na fase inicial do processo inflamatério (COLLINS, 1999).

Outro importante grupo de mediadores inflamatérios de origem celular, de natureza
lipidica, inclui o fator de ativacdo plaquetaria (FAP) e os eicosandides, que sao
representados pelas prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos (LTS)
(RANG et al., 2001). Diversos eicosanoides contribuem para o desenvolvimento de
varios sinais e sintomas da resposta inflamatoria. Estudos conduzidos em animais
experimentais demonstraram que a injecdo da PGE, induz vasodilatacdo local
(WILLIAMS, 1979), o que aumenta o edema induzido por outros mediadores
inflamatoérios (WILLIAMS, 1982). Apesar da injecdo intraplantar (i.pl.) da PGE;
geralmente ndo causar comportamento nociceptivo espontaneo, esse eicosanoide
induz alodinia mecéanica e térmica (CHEN, et al., 1999; FERREIRA et al., 1978) e
também aumenta a sensibilidade a outros estimulos inflamatorios (WHELAN et al.,
1991). As diferengcas entre as respostas induzidas pela PGE; e pelos outros

eicosandides, bem como o uso dos agonistas e antagonistas seletivos, permitiram
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identificar varios receptores para PGs: DP, EP, FP, IP e TP (DONG et al., 1986;
KEITH & SALAMA, 1987; KENNEDY et al.,, 1982). Ha evidéncias de que as
alteracdes periféricas (vasodilatacdo, sensibilizacdo de nociceptores etc) e centrais
(febre, anorexia etc) induzidas pela PGE, podem resultar da interacdo desse
eicosandide com varios subtipos dos receptores EP (ARMSTRONG et al., 1995;
KOBAYASHI & NARUMIYA, 2002).

1.2 Serotonina (5-HT)

Entre os mediadores de origem celular, um que apresenta importante papel na
mudanca fenotipica dos nociceptores é a 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina,
encontrada em vertebrados, celenterados, tunicados, moluscos, artrépodes, graos,
frutas e em venenos de vespas e escorpides (SANDERS-BUSH & HAZELWOOD,
2011).

1.2.1 Aspectos historicos

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 investigacbes que tinham como objetivo caracterizar uma substancia
vasoconstritora supostamente presente em plaquetas (JANEWAY et al., 1918; REID
& BICK, 1942; ZUCKER, 1944). A concepc¢ao 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 contragcdo de musculatura lisa,
denominada por ele de enteramina (ERSPAMER & ASERO, 1952). Posteriormente,
em 1952, o0 mesmo pesquisador demonstrou que a enteramina e serotonina eram a
mesma substancia (REID & RAND, 1952). Muitos experimentos que utilizaram a
indolalquilamina recém-descoberta mostraram que tal substéncia era capaz de
induzir contracdo de diferentes preparacdes de musculatura lisa de caroétida, jejuno,
Gtero e membrana nictitante de varias espécies, podendo ser citadas ratos, caes,
gatos, bois e ovelhas (REID & BICK, 1942; ZUCKER, 1944; REID & RAND, 1952).



13

Anteriormente a essas observacdes, ja era conhecida a melhor capacidade do soro
de causar contracdo de musculatura lisa quando comparado com o plasma
(JANEWAY et al., 1918). Tal fato sustentou a idéia de que a 5-HT seria armazenada
e liberada durante o processo de coagulacdo, em detrimento 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 (HUMPHREY & JAQUES, 1954) e suspeitava-se de que pudesse

desempenhar algum papel na hemostasia.

Apos a descoberta original da 5-HT, muitos pesquisadores conduziram estudos
paralelos para definir a sua localizacdo assim como sua funcdo. 5-HT foi
rapidamente identificada em varios tecidos, incluindo cérebro, pulmdes, rins,
plaguetas e trato gastrintestinal. Enquanto seu papel sobre a funcéo plaquetaria
ainda era investigado, Brodie & Shore (1957) propuseram um papel de
neurotransmissor para 5-HT baseados em estudos que demonstravam a localizagcéo
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
terminacbes nervosas em preparacbes isoladas de cérebro de mamiferos
(MICHAELSON & WHITTAKER, 1963; ZIEHER & DE ROBERTIS, 1963). Dahlstrom
& Fuxe (1964) foram os primeiros a mapear nacleos 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 fun¢gBes do sistema nervoso
central, como humor, comportamento, ciclo sono-vigilia e apetite. Ja era evidente
gue 5-HT desempenhava papel importante em vertebrados e logo apds sua
descoberta muitos estudos identificaram varias de suas func¢des (para uma revisao,
vide MOHAMMAD-ZADEH et al., 2008).
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1.2.2 Sintese, armazenamento, liberacdo e metabolismo

A 5-HT € uma amina biogénica, semelhante a epinefrina, norepinefrina, dopamina e
histamina, sendo produzida em duas etapas. Na primeira delas, o aminoacido
essencial triptofano sofre hidroxilacado originando o 5-hidroxitriptofano (5-HTP), por
acdo da triptofano hidroxilase. Na segunda etapa, o 5-HTP é descarboxilado
originando a 5-HT (Figura 1). Estudos farmacologicos iniciais demonstraram que as
reacoes de hidroxilacdo e descarboxilacdo ocorrem quase que instantaneamente na
presenca do triptofano (CLARK et al., 1954).
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Figura 1 - Sintese de 5-HT.
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Apesar de duas enzimas serem necessarias para a conversdo do triptofano em
5-HT, a hidroxilacao do triptofano € considerada a etapa limitante por varias razdes.
Além da triptofano hidroxilase apresentar Ky relativamente alto (3 x 10°M; TONG &
KAUFMAN, 1975), essa enzima, por outro lado, possui afinidade muito baixa 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 nao 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 plaguetas, além da conversao
enzimatica do triptofano proveniente da dieta a kinurenina 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
nacleo com fibras serotoninérgicas ascendentes que se projetam para o0
prosencéfalo e fibras descendentes que se estendem para o bulbo e medula
espinhal. Um pequeno nimero de nicleos serotoninérgicos também esta presente
na formacéo reticular com fibras que se projetam para o bulbo (DAHLSTROM &
FUXE, 1964). Fora do SNC, a sintese de 5-HT é limitada as células enterocromafins,
e em menor extensdo, em plaguetas. As plaquetas podem apresentar pequena
capacidade de producéo de 5-HT, porém representam o mais importante local de
armazenamento de 5-HT fora do SNC. Os primeiros estudos ja demonstraram que
as plaquetas captam rapidamente a 5-HT do plasma, deixando apenas baixas
concentracdes circulantes dessa substancia (TOH, 1954; HARDISTY & STACEY,
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1955). Cerca de 90-95% da serotonina corporal esta localizada em tecidos

periféricos, a maioria armazenada em plaquetas e células enterocromafins.

Aproximadamente 99% do total da 5-HT corporea localiza-se na por¢ao intracelular,
0 que implica em um mecanismo de fina regulagcdo. A concentracdo de 5-HT nos
tecidos depende das taxas de sintese e metabolismo (TYCE, 1990). O metabolismo
pela monoamina oxidase (MAQ) representa a primeira via metabdlica para a 5-HT
(MCISAAC & PAGE, 1959) assim como para outras aminas biogénicas, como
norepinefrina, dopamina e histamina. Essa enzima € ubiqua e existe em duas
isoformas, MAO-A e MAO-B, sendo a 5-HT inativada principalmente pela isoforma A
(SANDLER et al., 1981).

1.2.3 Receptores: localizacao e efeitos

Os efeitos induzidos pela 5-HT resultam de sua interagdo 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 o0s
receptores serotoninérgicos sdo acoplados a proteina G (metabotrépicos) e
possuem sete dominios transmembrana, com excecdo dos receptores 5-HTs, que
sdo ionotropicos (ZEITZ et al., 2002). A Figura 2 e a Tabela 1 contém informacdes
sobre o mecanismo de transducéao e a distribuicao tecidual dos principais receptores
de 5-HT.



Canais idnicos e receptores acoplados a proteina G
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Figura 2 - Classificacéo, subtipos e mecanismos de transdugéo dos receptores de 5-HT.
Em letras minudsculas, receptores cujo papel ainda néo foi completamente estabelecido.
cAMP: 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 - Distribuicéo tecidual dos principais receptores de 5-HT.

Receptor Distribuicao tecidual

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

superior cervical, rins

5-HTs SNC, DRG, ganglio trigémeo, timo, baco, linfocitos,
SCV
5-HT1p DRG, corno dorsal da medula espinhal, ganglio

superior cervical, ganglio trigémeo

5-HTf Cérebro, Utero, mesentério, coracdo, ganglio trigémeo,

timo, linfécitos

5-HT2a DRG, corno dorsal da medula espinhal, ganglio

superior cervical, cérebro, coracdo, timo, baco,

linfocitos

5-HT2s Timo, baco, linfdcitos, Utero, traquéia, estdbmago, rins

5-HT,c SNC, DRG, linfécitos

5-HT3 SNC, DRG, corno dorsal da medula espinhal, ganglio
trigémeo, bexiga

5-HT,4 Cérebro, coracao, intestino, plexo mioentérico

5-HTs Cérebro, ganglio superior cervical, timo, baco,
linfécitos

5-HT, Cérebro, DRG, ganglio superior cervical, ganglio

trigémeo, timo, baco, linfcitos, coracdo

FONTE: Adaptado de IUPHAR database (IUPHAR-DB). 5-Hydroxytryptamine receptors.
Disponivel em: http://www.iuphardb.org/PRODDATABASE/FamilyMenuForward?familyld=1.

1.2.4 5-HT e nocicepcdo

No que tange o contexto nociceptivo e inflamatério, os receptores serotoninérgicos
sdo expressos em fibras aferentes primarias, neurbnios de projecdo e
interneurdnios, o que torna a agédo da 5-HT bastante complexa. Estudos conduzidos
a partir de 1969 ja mostravam que a liberagdo de 5-HT no corno dorsal da medula

espinhal induzida pela estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal causava
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excitagdo de interneurdnios inibitérios, resultando em inibicdo de neurbnios
espinhais (PENG et al., 1996). Neurbnios serotoninérgicos estdo presentes na
medula rostroventral e no nucleo magno da rafe, de onde se projetam para a medula
espinhal formando sinapses nas laminas I, Il, IV e V, fazendo parte do sistema da via
inibitéria descendente (MILLAN, 2002). Nesses locais, a 5-HT liberada por
estimulacdo elétrica ativa receptores 5-HT, e 5-HT3 em interneurdnios inibitérios,
que por sua vez inibem neurdnios no corno dorsal da medula espinhal por
mecanismos dependentes de opidides (PENG et al., 1996). Estados ou condi¢bes
patologicas associados a dor cronica podem causar diminuicdo do contetdo de 5-HT
nesses neurdnios (SOUNVORAVONG et al., 2004).

A 5-HT esta associada a varias condi¢des patoldgicas, incluindo aquelas associadas
a inflamacdo (HOYER et al., 2002). A 5-HT é um importante mediador inflamatorio
que induz sensibilizacdo de fibras aferentes primarias nociceptivas (TAIWO &
LEVINE, 1992), sendo liberada principalmente pelas plaquetas ou mastécitos (em
humanos e roedores, respectivamente), além de células endoteliais (HOLZER, 1998;
MILLAN, 1999).

O papel da 5-HT na nocicepcédo e no edema pode variar de acordo com os subtipos
de receptores ativados. Varios estudos tém contribuido para elucidar o papel pro-
nociceptivo de 5-HT. Esta amina biogénica, quando administrada perifericamente,
induz dor em humanos (JENSEN et al., 1990). Também ja foi demonstrado que a
injecdo i.pl. de 5-HT induz edema de pata (COLE et al., 1995) e resposta nociceptiva
(SUFKA et al., 1992; TAIWO & LEVINE, 1992) em ratos. Além disso, a 5-HT
enddgena, produzida in loco, esta envolvida na resposta nociceptiva induzida pela
injecdo 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 desgranulagdo de mastécitos) induz resposta nociceptiva e que
cromoglicato (um inibidor da desgranulagdo de mastocitos) 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 administracao i.pl. de

metisergida, cetanserina ou ondansetrona (antagonistas 5-HT;, 5HT, e 5HTsg,
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respectivamente) atenuam a resposta nociceptiva induzida pela injecdo local de
5-HT (SUFKA et al., 1992; TAIWO & LEVINE, 1992; TOKUNAGA et al., 1998). Foi
demonstrado que receptores 5-HT1g 5-HT1p € 5-HT,4 estdo presentes em neurbnios
sensoriais (CHEN et al., 1998) e que a sensibilizacdo mecanica ou térmica induzida
por 5-HT € inibida por antagonistas de receptores 5-HT; e 5-HT, em ratos (TAIWO &
LEVINE, 1992; TOKUNAGA et al.,, 1998). Outros estudos também indicam o
envolvimento de receptores 5-HT3 no processamento nociceptivo periférico, uma vez
gue antagonistas seletivos desses receptores inibem a resposta nociceptiva induzida
por formalina ou por outros estimulos inflamatérios em ratos (GIORDANO &
ROGERS, 1989; OKAMOTO et al., 2004).

Apesar de varios estudos abordarem o papel da 5-HT no processamento da
resposta nociceptiva, a maioria dos estudos avaliou o envolvimento central dessa
amina (NAYEBI et al., 2001; GIORDANO & GERSTMANN, 2004). O papel de 5-HT
no processamento periférico da resposta nociceptiva ainda ndo € bem compreendido,
nao se sabendo em quais situacdes essa amina contribui para a sensibilizacdo dos
nociceptores, quais sdo 0s receptores serotoninérgicos presentes no tecido normal e
no tecido que apresenta uma resposta inflamatéria e com quais receptores 5-HT
interage de forma a induzir as altera¢c@es fenotipicas dos nociceptores.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=14729116&query_hl=25&itool=pubmed_docsum
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2 JUSTIFICATIVA

Os estudos que investigaram o papel da 5-HT no processamento periférico da
resposta nociceptiva proporcionam informacdes fragmentadas e nao permitem uma
avaliacdo de forma sistematica desse assunto. De uma forma geral, de acordo com
esses estudos e outros apontados por pesquisas bibliograficas, os receptores
5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT2a, 5-HT3 e 5-HT; foram os mais frequentemente investigados.
Nesse contexto, 0 presente estudo pode contribuir para uma melhor caracterizacéo
do papel dessa amina biogénica, assim como de seus receptores, no
processamento periférico da resposta nociceptiva.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o papel da 5-HT no processamento periférico da resposta nociceptiva em
diferentes modelos experimentais por meio da determinacéo do seu contetdo e da
identificacdo de seus receptores em tecidos periféricos, bem como do uso de

antagonistas seletivos ou ndo seletivos para tais receptores.

3.1 Objetivos especificos

e Determinar as concentracfes de 5-HT em tecidos periféricos de pata

e Avaliar a presenca de receptores serotoninérgicos 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT2a,

5-HT3 e 5-HT; em tecidos periféricos de pata

e Avaliar o efeito de antagonistas nao seletivos ou seletivos para os receptores
5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT2a, 5-HT3 € 5-HT7 sobre a resposta nociceptiva induzida

por 5-HT ou carragenina
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar e camundongos Swiss machos, com massa entre 180-
200 g e 25-35 g, respectivamente. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro
de 12 horas, tendo ragéo e agua fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram
realizados em temperatura de 27 =+ 1 °C, correspondente a zona de
termoneutralidade para roedores. Durante a execucao dos experimentos, 0s animais
foram manipulados cuidadosamente, de forma a resultar no menor estresse
comportamental possivel. Todos os experimentos foram realizados de acordo com
as recomendacdes para experimentacdo em animais (ZIMMERMANN, 1983). Cada
animal foi utilizado apenas uma vez, sendo submetido a eutanasia apds o
experimento em camara de CO,. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob o protocolo n® 132/2007.

4.2 Drogas

e Serotonina (cloridrato, Sigma, EUA) — estimulo inflamatério e nociceptivo

e Carragenina A (Sigma, EUA) — estimulo inflamatério e nociceptivo

e Ciproeptadina (cloridrato, Sigma, EUA) — antagonista dos receptores 5-HT; e
5-HT,

e Mianserina (cloridrato, Sigma, EUA) — antagonista dos receptores 5-HT, e
5-HTs

e |samoltano (hemifumarato, Tocris, EUA) — antagonista dos receptores 5-HTg

e BRL 15572 (cloridrato, Sigma, EUA) — antagonista dos receptores 5-HT1p

e Cetanserina (tartarato, Biotrend, Suigca) — antagonista dos receptores 5-HTa

e Ondansetrona (cloridrato, 2 mg/ml, Cristédlia, Brasil) — antagonista dos
receptores 5-HT3

e SB-269970 (cloridrato, Sigma, EUA) — antagonista dos receptores 5-HT>

Todas as substancias foram preparadas em solucéo salina, exceto BRL 15572, que

foi dissolvido em solugdo de DMSO 4%.
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4.3 Determinacdo da concentracdo de 5-HT em tecidos de pata de

camundongos

ApoOs eutanasia em camara de CO,, as patas posteriores de camundongos néo
tratados ou tratados com carragenina (600 pg; 20 pl; i.pl.; -3h) foram removidas na
altura da articulacédo tibio-tarsal. Em seguida, o material foi fragmentado com tesoura
e a massa foi determinada. Foram adicionados 14 ml de TCA 5% as amostras, que
foram submetidas ao Ultraturrax (haste 10 mm, 8000 rpm; IKA) por 15 min para
fragmentacdo em particulas menores. As amostras foram homogeneizadas em
agitador tipo vortex por 70 s (Biomatic, Brasil). O extrato foi separado em centrifuga
refrigerada a 0 °C por 3 min a 11250 rpm (modelo MR23i, Jouan S.A., Saint
Herblain, Franca) e o sobrenadante filtrado em papel Whatman n® 1. Apds a etapa
de extracdo, a amostra foi filtrada em membrana HAWP em éster de celulose, com
especificacées de 13 mm de didmetro e 0,45 ym de tamanho do poro (Millipore,
Corp., Milford, MA, EUA), para posterior injecdo e analise em CLAE (cromatografo
Shimadzu, Kioto, Japao) por pareamento de ions em coluna de fase reversa, com
quantificacdo por fluorimetria apds derivacdo pos-coluna com o-ftalaldeido (VALE &
GLORIA, 1997). Ao final da analise, por meio de uma curva analitica, foi calculada a
recuperacdo de 5-HT na amostra, considerando a concentracdo inicial desta amina
na amostra sem adigdo (controle).

4. 4 Western Blot

4.4.1 Preparo das amostras

ApoOs eutanasia em camara de CO,, amostras de tecido da superficie plantar (regiao
central) da pata posterior de ratos foram obtidas com auxilio de um bisturi. Em
seguida, com tesoura cirdrgica, as amostras foram retalhadas em fragmentos
menores e adicionadas a um tubo de 1,5 ml contendo 700 ul de tampé&o de lise (50
mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 % glicerol, fosfatase (0,2 mM ortovanadato de sodio e 20
mM fluoreto de sddio). Para homogeneizacdo, as amostras foram colocadas em um
disruptor ultrassénico (Branson Sonifier II, modelo 250, 20 kHz) com haste de titanio

por 1 min. Apds esse procedimento, os tubos foram centrifugados a 4 °C por 30 min
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a 14.000 rpm e o sobrenadante colocado em um novo tubo de 1,5 ml para

mensuracao da concentracao de proteinas.

4.4.2 Quantificacao de proteinas

Foi utilizada uma variagdo do método de Lowry fundamentada na utilizagdo do acido
bicinchoninico (BCA; SMITH et al., 1985). As reacfes colorimétricas sdo baseadas
na formacgdo de biureto, que é formado pela reacdo de ions Cu™ com a ligacdo
peptidica em meio alcalino. O método de Lowry aumenta a sensibilidade do método
do biureto pela adi¢cdo do reagente fendlico de Folin-Ciocalteu, que é reduzido a um
composto hidrossoluvel de coloragdo azulada (LOWRY et al., 1951). Foram
utilizadas placas de 96 pocos e as reacdes foram desenvolvidas a 95 °C (30 min),
sendo a densidade 6tica medida a 570 nm com albumina bovina sérica (BSA; 1-40
pg/ul; Sigma) como padréo.

4.4.3 Eletroforese

Antes da eletroforese, foram adicionados as amostras azul de bromofenol e DTT
(concentracdo final 10 mM). Todas as corridas foram realizadas em gel de
poliacrilamida a 12% com conteudo de 30 ug de proteinas por amostra. As proteinas
foram entdo transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF;
Millipore, Bedford, MA, EUA) e bloqueadas por 1 h ou 2 h em Rotiblock (Roth,
Karlsruhe, Alemanha) ou leite a 5% (BioRad, Minchen, Alemanha),
respectivamente. Apds esse procedimento, as membranas foram incubadas a 4°C
por 12 h com os anticorpos primarios (Acris Antibodies, Herford, Alemanha; 1-2
Mg/ml; Antiactina Sigma, 1:5.000), diluidos em TBST (salina tri-tamponada, 0,1%
Tween 20; Merck, Darmstadt, Alemanha) e 1% BSA (Sigma). Posteriormente, as
membranas foram lavadas 3 vezes em TBST e as bandas correspondentes as
proteinas foram identificadas por meio de quimioluminescéncia (HRP 1:25.000; GE
Healthcare, Freiburg, Alemanha). Todos os experimentos foram realizados pelo

menos trés vezes.
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4.5 Reacédo de gPCR

4.5.1 Preparo das amostras

Os meétodos utilizados para dissociacdo de neurbnios DRG foram baseados no
protocolo estabelecido por Eckert et al. (1997). De forma breve, apds procedimento
de eutanasia em camara de CO,, a pele do dorso de camundongos foi removida,
assim como a parte anterior do gradil costal e visceras toracicas. Também foram
removidos 0s corpos vertebrais, deixando expostos a medula espinhal e os nervos
que chegam a ela. Nos nervos posteriores (que conduzem informacdes aferentes)
estdo localizados os Ganglios da Raiz Dorsal (DRG). Dos DRG coletados foram
removidos o excesso de tecido conjuntivo e as meninges, sendo 0S mMesmos
mantidos durante o procedimento em solugcdo de Ringer mamifero, sem adicéo de
Ca?*/Mg** e logo em seguida colocados num tubo de 1,5 ml contendo RNAlater
(QIAGEN).

As amostras de tecido da superficie plantar (regido central) da pata posterior de
camundongos foram obtidas com auxilio de um bisturi. Com tesoura cirurgica, as
amostras foram retalhadas em fragmentos menores e adicionadas a um tubo de 1,5
ml contendo volume adequado de RNAlater e em seguida submetidas ao disruptor

ultrassonico por 30 s.

4.5.2 Extracdo de RNA

Os procedimentos para extracdo de RNA foram executados de acordo com o
protocolo do kit RNeasy Mini (QIAGEN), adequado para pequenas quantidades de
RNA. As amostras obtidas foram centrifugadas por 1 min a 14.000 rpm, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo sendo adicionado igual volume de
etanol 70%, homogeneizando-se com a pipeta. A solugéo foi aplicada na coluna
RNeasy, centrifugada, e o filtrado foi entdo descartado. O tampdo RW1 foi
adicionado na coluna e a mesma foi centrifugada novamente, sendo o filtrado

também descartado. O tamp&o RPE foi aplicado e a centrifugagdo e remoc¢édo do
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filtrado foi repetida. Por fim, agua isenta de RNase fornecida pelo kit foi adicionada a
coluna para eluir o RNA. Apos centrifugacéo, o filtrado foi armazenado em freezer a
-20 °C. Para quantificacdo das amostras, um microlitro do RNA extraido foi utilizado

para a dosagem em espectrofotdmetro (Nanodrop ND-1000; 280 nm).

4.5.3 Andlise da expressao de receptores por PCR em tempo real

e Desenho dos oligonucleotideos
As sequéncias génicas dos receptores de serotonina obtidas do GenBank do NCBI
(Htr-1b: NM_010482; Htr-1d: NM_008309; Htr-2a: NM_172812; Htr-3a: NM_013561;
Htr-7: NM_008315), assim como a sequéncia de [ -actina (NM_007393), foram
analisadas através do software PrimerQuest®M da IDT (Integrated DNA Technologies
— www.idtdna.com). Entre as opc¢Oes de pares de oligos fornecidas pelo programa
foram selecionadas aquelas cujos oligos correspondiam a sequéncias localizadas
em diferentes exons, a fim de se evitar a amplificacdo de sequéncias derivadas de
DNA gendmico contaminantes apos extracdo de RNA (Tabela 2). O Unico par de
oligos que ndo pode ser selecionado segundo estes critérios foi o Htr-1b, ja que

ambos oligos correspondem a sequéncias localizadas no mesmo exon.



28

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados em ensaios de qPCR. Todos os pares de oligos, a
excecdo dos oligos do gene Htrlb, correspondem a sequéncias localizadas em diferentes

exons.
Cédigo do Numero de | Tamanho Melting
Gene GeneBank Sequéncia nucleotideos do Temperature
q Amplicon b

Htrlb | NM_010482 | TCATGCATCTCTGTGTCATCG 21 144 62.1
Htrlb | NM_010482 | AGGGTGGCAACGAAATAGAG 20 61.9
Htrld | NM_008309 | GGTGGATGCTGGTGATAACA 20 144 62.0
Htrld | NM_008309 | CAAAACATTCCCGTGACCAAG 21 61.9
Htr2a | NM_172812 | CCTGAAAATCATTGCGGTGTG 21 148 62.2
Htr2a | NM_172812 | TGCCACAAAAGAGCCTATGAG 21 62.5
Htr3a | NM_013561 | CAACTTCCCCTTTGATGTGC 20 142 61.4
Htr3a | NM_013561 | CCACTCGCCCTGATTTATGAAG 22 62.8
Htr7 | NM_008315 TCTGCAACGTCTTCATCGC 19 131 62.5
Htr7 | NM_008315 TTTCCCATTCTGCCTCACG 19 62.2
Actb | NM_007393 | ACCTTCTACAATGAGCTGCG 20 147 62.1
Actb | NM_007393 | CTGGATGGCTACGTACATGG 20 61.8

Tratamento com DNAse

Para eliminar a possibilidade contaminacdo das amostras com DNA, especialmente

para o gene Htr-1b, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse (TURBO DNA-

free™ Kit — Applied Biosystems).

Reacao qPCR

Para analise da expressao dos genes codificantes para os receptores de serotonina,

15 ng das amostras de RNA tratados com DNase foram utilizados como molde para

cada poco na reacdo de gPCR com o Power Syber Green RNA-to-CT 1-Step Kit

(Applied Biosystems). Os experimentos foram realizados no equipamento 7500 Fast

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o método de analise

comparativa (AACT) no qual os valores obtidos nas reagfes de beta-actina, gene

constitutivamente expresso, foram utilizados como normalizadores da quantidade de

RNA utilizada na analise da expressdo dos demais genes. As amostras de RNA

provenientes de pata e DRG foram analisadas em sextuplicatas para todos o0s

genes.
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4.6 Modelos Experimentais

4.6.1 Comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT em camundongos

5-HT foi administrada por via i.pl. na pata posterior direita de camundongos e foi
determinado o tempo durante o qual os animais permaneceram lambendo a pata
(Figura 3). O periodo de avaliacdo dessa resposta foi estabelecido apdés a
realizacdo de experimentos preliminares, quando foi avaliado o intervalo no qual o
comportamento investigado ocorre de forma mais intensa. No primeiro protocolo, 0s
animais foram observados por um periodo de 60 min. Nos experimentos
subsequentes, o tempo de observacao foi reduzido para 20 min pelo fato de que,
apos esse periodo, os animais que receberam a injecdo de 5-HT apresentavam
comportamento de lambida de pata muito semelhante ao dos animais que
receberam a injecdo de salina. Para avaliar o papel dos receptores envolvidos na
resposta nociceptiva induzida por 5-HT, diferentes antagonistas foram administrados
por via i.pl. 10 min antes da injecdo de 5-HT. Com o objetivo de verificar se a
resposta induzida pelos antagonistas apresenta carater local, foi acrescentado aos
experimentos um grupo de animais que receberam administracdo de 5-HT na pata
ipsilateral e dos antagonistas na pata contralateral.

Figura 3 — Aparato para avaliagdo do comportamento de lambida de pata.
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4.6.2 Alodinia mecénicainduzida por 5-HT ou carragenina

Para a medida do limiar nociceptivo foi utilizado o método de retirada da pata
submetida & compressédo, descrito originalmente para ratos por Randall & Selitto
(1957) e posteriormente para camundongos por Kawabata e colaboradores (1992).
Durante o teste, o animal é cuidadosamente mantido em posicao horizontal sobre a
bancada enquanto a pata é colocada e exposta a parte compressora do aparelho
(algesimetro, Ugo Basile, Italia; Figura 4), que consiste em duas superficies, uma
plana, sobre a qual se ap6ia a pata do animal, e outra conica, com area de 1,75 mm?
na extremidade, por meio da qual a pressdo € aplicada contra a superficie plantar.
Mediante o acionamento de um pedal pelo experimentador, a intensidade da
pressdo aumenta proporcionalmente ao deslocamento de um disco indicador sobre
uma escala milimetrada, a uma taxa constante de 16 mm/s. Ao observar a resposta
ou retirada da pata do animal, o experimentador retira o pé do pedal interrompendo
assim o aumento de pressdo imposta a pata. Nesse momento, o valor do limiar
registrado na escala do aparelho corresponde ao limiar para retirada da pata, sendo
expresso em gramas (g). Os animais foram ambientados ao aparelho e ao
procedimento nos dias anteriores aos experimentos e cada medida foi feita pelo

menos trés vezes para cada animal, sendo utilizadas as médias dos valores.

No protocolo inicial, diferentes doses de 5-HT foram administradas por via i.pl. e as
medidas do limiar foram realizadas a cada 5 min até 20 min. Para se verificar o
papel dos receptores de 5-HT nessa resposta, os antagonistas foram administrados
por via i.pl. 10 min antes da administracdo de 5-HT, sendo a leitura realizada 10 min
apos a administracdo de 5-HT, quando a reposta foi considerada méaxima. Nos
protocolos em que carragenina foi utilizada como estimulo, inicialmente as leituras
foram feitas a cada hora por até 6 h apdos a administracdo de carragenina. Nos
protocolos subsequentes, nos quais foram avaliados os efeitos induzidos por
diferentes antagonistas sobre a reposta induzida por carragenina, as medidas foram

feitas a cada hora por ate 4 h.
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Figura 4 — Algesimetro.

5 PROTOCOLOS

Determinacdo das concentracdes de 5-HT em tecidos de pata de
camundongos néo tratados ou tratados com carragenina, de forma a atender
um requisito para que se estabeleca o papel da 5-HT como mediador
periférico da resposta nociceptiva.

Avaliacdo da presenca de RNAmM ou dos receptores serotoninérgicos
potencialmente mais relevantes para a resposta nociceptiva em amostras de
tecidos obtidas de ratos ou camundongos que ndo foram submetidos a
nenhuma intervencdo. O objetivo desse protocolo é avaliar a presenca de
receptores serotoninérgicos em tecido periférico, de forma a atender outro
requisito para que se estabeleca o papel da 5-HT como mediador periférico
da resposta nociceptiva, ou seja, a presenca do alvo molecular com o qual

essa amina interage.
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e Avaliacdo do efeito induzido pela injecdo i.pl. de antagonistas
serotoninérgicos (néo seletivos e seletivos para receptores 5-HTig, 5-HT1p, 5-
HT2.a, 5-HT3 e 5-HT7) sobre a resposta nociceptiva induzida pela 5-HT e pela
carragenina. Esse protocolo tem como objetivo avaliar quais sao o0s
receptores serotoninérgicos mais importantes para a resposta nociceptiva

induzida pela 5-HT e carragenina.

6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. Os dados
foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de

Newman-Keuls ou Bonferroni. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.
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7 RESULTADOS

7.1 Determinacao da concentracdo de 5-HT em tecidos de pata de

camundongos

As concentragbes de 5-HT presentes na pata de camundongos nao tratados e
tratados com carragenina foram determinadas por cromatografia, sendo o total

encontrado de 0,5383 ug/g e 0,4320 ug/g, respectivamente.

7.2 Expressao de receptores de 5-HT em tecido de pata de ratos

Para se avaliar a presenca dos receptores serotoninérgicos em tecidos periféricos,
foi utilizada a técnica de Western Blot, que permite a separacéo e identificacdo de
proteinas por meio de eletroforese e pelo uso de anticorpos especificos. Anticorpos
especificos para os receptores 5-HTig, 5-HTip, 5-HT2a, 5-HT3 e 5-HT; foram
utilizados. As bandas correspondem a amostras provenientes de seis animais
diferentes. O tempo de exposi¢do variou de acordo com a resolucédo necesséria para
uma boa delimitacdo das bandas. Dos receptores investigados, apenas o receptor
5-HT,a néo foi encontrado (Figuras 5-8).

5-HTs (40 k Da)

B-actina (42 kDa)

Figura 5 - Expresséo de receptores 5-HT,5 e B-actina em tecido de pata de ratos.



5-HT1p (40 kDa)

B-actina (42 kDa)

Figura 6 - Expresséo de receptores 5-HTyp e B-actina em tecido de pata de ratos.

5-HT; (50 kDa)

B-actina (42 kDa)
Figura 7 - Expresséo de receptores 5-HT; e B-actina em tecido de pata de ratos.

5-HT, (50 kDa)

B-actina (42 kDa)

Figura 8 - Expresséo de receptores 5-HT; e B-actina em tecido de pata de ratos.
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7.3 Expresséao de genes codificadores de receptores de 5-HT em

camundongos

Foi investigado pela técnica de gPCR a presenca de RNAmM para os receptores de
5-HT para elucidar se essa expressdo protéica € continua assim como sua origem,
considerando-se o fato de que os corpos celulares dos neurdnios envolvidos com a
transmissao nociceptiva ndo estdo localizados em tecidos periféricos. Foi utilizado
RNAmM oriundo de ganglios da raiz dorsal como controle positivo. Foi observada a
presenca de RNAm para os receptores 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT24 € 5-HT3 apenas para
as amostras provenientes de DRG, mas nao para aquelas com origem em tecidos

periféricos (Figura 9).
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Figura 9 - Analise da expresséo de genes codificadores de receptores de serotonina em
ganglios da raiz dorsal e patas de camundongos por qPCR.
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7.4 Comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT em camundongos

A administracdo i.pl. de 5-HT na pata posterior direita de camundongos induziu
comportamento caracterizado pela lambida continua da pata injetada, sendo medido
o tempo durante o qual os animais permaneceram lambendo a pata. Os animais
foram observados por um periodo de 20 min apds a injecado de 5-HT. As doses de
2,5 e 5 yg ndo induziram resposta que diferiu de forma estatisticamente significativa
daquela induzida pelo veiculo. As doses de 10, 20 e 40 ug induziram intenso
comportamento nociceptivo e ndo apresentaram diferencas marcantes entre si,
sendo a dose de 20 pg escolhida para utilizacdo em protocolos subsequentes
(Figura 10).
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Figura 10 — Comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT (2,5; 5; 10; 20 ou
40 ug / 10 pl; i.pl.) em camundongos. * indica diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo tratado com salina, P<0,05 (n=6-7).
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7.5 Efeito induzido por antagonistas serotoninérgicos sobre o comportamento
de lambida de pata induzido por 5-HT em camundongos

Para investigar o papel dos receptores 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT24, 5-HT3 € 5-HT; sobre
a resposta nociceptiva induzida por 5-HT em camundongos, diferentes antagonistas,
seletivos ou ndo, foram administrados por via i.pl. na pata posterior direita 10 min
antes da injecdo de 5-HT. Adicionalmente, com o objetivo de verificar se o eventual
efeito antinociceptivo induzido pelos antagonistas decorre da sua interacdo local
com alvos moleculares ou provém de mecanismos nao locais, foi acrescentado ao
protocolo experimental um grupo de animais nos quais foi administrada na pata

contralateral a maior dose do antagonista investigado.

O pré-tratamento com ciproeptadina (0,5 ou 5 ug; Figura 11), mianserina (0,1 ug;
Figura 12), isamoltano (0,5 ou 5 pg; Figura 13) e cetanserina (0,1 ou 1 pg; Figura
15) inibiu parcialmente o comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT em
camundongos. Quando administrados na pata contralateral, esses antagonistas nédo
induziram efeito antinociceptivo, indicando que seu efeito provavelmente resulta da
inibicdo da interacdo de 5-HT com seus receptores situados no local ou em tecidos
adjacentes.

Por outro lado, os antagonistas BRL 15572 (1 ou 10 ug; Figura 14), ondansetrona (5
ou 20 pg; Figura 16) e SB 269970 (2,5 ou 25 pg; Figura 17) néo induziram efeito

antinociceptivo em camundongos.
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Figura 11- Efeito induzido por ciproeptadina (antagonista 5-HT; e 5-HT,; 0,5 ou 5 ug;
-10 min; 10 yl; i.pl.) sobre o comportamento de lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg;
10 pl; i.pl.) em camundongos. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo tratado com salina, P<0,05 (n=6).
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Figura 12 - Efeito induzido por mianserina (antagonista 5-HT, e 5-HT¢; 0,05 ou 0,1 ug;
-10 min; 10 yl; i.pl.) sobre o comportamento de lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg;
10 pl; i.pl.) em camundongos. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo tratado com salina, P<0,05 (n=10-13).
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Figura 13 - Efeito induzido por isamoltano (antagonista 5-HTyg; 0,5 ou 5 pg; -10 min; 10 pl;
i.pl.) sobre o comportamento de lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg; 10 pl; i.pl.) em
camundongos. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado
com salina, P<0,05 (n=6-8).
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Figura 14 - Efeito induzido por DMSO 2 ou 4% (A; -10 min; 10 pl; i.pl.; n=4-6) ou BRL 15572
(B; antagonista 5-HTp; 1 ou 10 ug; -10 min; 10 ul; i.pl.; n=8-14) sobre o comportamento de
lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg; 10 pl; i.pl.) em camundongos.
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Figura 15 - Efeito induzido por cetanserina (antagonista 5-HT; 0,1 ou 1 pg; -10 min;
10 pl; i.pl.) sobre o comportamento de lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg; 10 ul; i.pl.)
em camundongos. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
tratado com salina, P<0,05 (n=10-13).
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Figura 16 - Efeito induzido por ondansetrona (antagonista 5-HTs; 5 ou 20 pg; -10 min;
10 pl; i.pl.) sobre o comportamento de lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg; 10 ul; i.pl.)
em camundongos (n=6-7).
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Figura 17- Efeito induzido por SB 269970 (antagonista 5-HT; 2,5 ou 25 pg; -10 min; 10 ul;
i.pl.) sobre o comportamento de lambida de pata induzido pela 5-HT (20 pg; 10 pl; i.pl.) em
camundongos (n=6-7).
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7.6 Alodinia mecéanica induzida por 5-HT em camundongos

Diferentes doses de 5-HT foram administradas por via i.pl. na pata posterior direita
de camundongos. As doses de 10, 20, 40 e 80 pg (20 pl) induziram resposta
nociceptiva caracterizada por alodinia mecéanica, que se estabeleceu de forma
rapida e durou 20 min, sendo que apos esse periodo o valor do limiar nociceptivo
dos animais retornou aos valores basais mensurados anteriormente (Figura 18). A
sensibilizacdo maxima ocorreu 10 min apos a administracdo das diferentes doses de
5-HT. Considerando-se esses aspectos, a dose de 20 pug assim como o tempo de
observacdo de 10 min foram adotados nos protocolos subsequentes para avaliacdo

do efeito dos antagonistas seletivos sobre a resposta nociceptiva induzida por 5-HT.
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Figura 18 — Curso temporal da sensibilizag&o induzida por diferentes doses de 5-HT (5, 10,

20, 40, 80 ug; 20 pl; i.pl.) sobre o limiar para retirada de pata frente ao estimulo mecénico em

camundongos. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado
com salina, P<0,05 (n=4).
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7.7 Efeito induzido por antagonistas serotoninérgicos sobre a alodinia

mecanica induzida por 5-HT em camundongos

Para investigar o papel dos receptores 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT24, 5-HT3 € 5-HT; sobre
a alodinia mecénica induzida por 5-HT em camundongos, diferentes antagonistas
seletivos foram administrados por via i.pl. (20 pl) na pata posterior direita 10 min
antes da inje¢éo de 5-HT (20 pg; 20 pl). A medida do limiar nociceptivo dos animais
foi feita 10 min apds a administracdo de 5-HT, uma vez que nesse momento,
segundo observado em protocolos anteriores, a sensibilizagdo induzida por 5-HT
atinge seu valor maximo. Para esses protocolos, as doses dos antagonistas
utilizadas foram as doses maximas utilizadas nos protocolos nos quais se avaliou o

comportamento de lambida de pata em camundongos.

O pré-tratamento (-10 min) com BRL 15572 (10 pg; Figura 20) ou SB 269970 (25
Mg; Figura 23) inibiu a alodinia mecéanica induzida por 5-HT em camundongos. Por
sua vez, os antagonistas isamoltano (5 pg; Figura 19) ou cetanserina (1 ug; Figura
21), ndo induziram efeito antinociceptivo em camundongos. Ondansetrona (20 ug;
Figura 22), por outro lado, exacerbou a alodinia mecéanica induzida por 5-HT.
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Figura 19 — Efeito induzido por isamoltano (antagonista 5-HTyg; 5 pg; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecéanica induzida por 5-HT (20 pg; 20 pl; i.pl.) em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao respectivo grupo basal, P<0,05 (n=4).
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Figura 20 — Efeito induzido por BRL 15572 (antagonista 5-HT;p; 10 ug; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecénica induzida por 5-HT (20 ug; 20 pl; i.pl.) em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao respectivo grupo basal; # indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com salina, P<0,05
(n=3-4).
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Figura 21 — Efeito induzido por cetanserina (antagonista 5-HT; 1 pg; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecénica induzida por 5-HT (20 ug; 20 pl; i.pl.) em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao respectivo grupo basal; P<0,05 (n=4).
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Figura 22 — Efeito induzido por ondansetrona (antagonista 5-HTs; 20 ug; -10 min; 20 pl; i.pl.)

sobre a alodinia mecénica induzida por 5-HT (20 ug; 20 pl; i.pl.) em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao respectivo grupo basal; # indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com salina, P<0,05

(n=3-4).
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Figura 23 — Efeito induzido por SB 269970 (antagonista 5-HT; 25 pg; -10 min; 20 ul; i.pl.)
sobre a alodinia mecénica induzida por 5-HT (20 ug; 20 pl; i.pl.) em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao respectivo grupo basal; # indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com salina, P<0,05
(n=3-4).
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7.8 Alodinia mecéanicainduzida por carragenina em camundongos

Carragenina (200 pg; 20 pl) foi administrada por via i.pl. na pata posterior direita de
camundongos. A alodinia mecanica resultante foi mensurada a cada hora e teve
duracdo de 6h, sendo que apds esse periodo o valor do limiar nociceptivo dos
animais retornou aos valores basais mensurados anteriormente (Figura 24). A

sensibilizacdo maxima ocorreu 3 h apds a administracao de carragenina.
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Figura 24 — Curso temporal da sensibilizag&o induzida por carragenina (200 pg; 20 ul; i.pl.)
sobre o limiar para retirada de pata frente ao estimulo mecanico em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com salina, P<0,05 (n=4).
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7.9 Efeito induzido por antagonistas serotoninérgicos sobre a alodinia

mecanicainduzida por carragenina em camundongos

Para se avaliar o papel dos receptores 5-HTg, 5-HT1p, 5-HT2a, 5-HT3 € 5-HT; sobre
a resposta nociceptiva induzida por carragenina (100 pg; 20 pl), antagonistas
seletivos foram administrados por via i.pl. (20 pl) 10 min antes da leitura realizada a
cada hora, por um periodo total de observacdo de 4 h. Nesse caso, para cada
medida feita em 1, 2, 3 ou 4 horas ap0s a administracdo de carragenina, diferentes
grupos de animais foram utilizados, de forma que cada grupo recebeu administracéo
dos antagonistas apenas uma vez. Nesses protocolos, a dose de carragenina
utilizada (100 pg) foi escolhida para permitir a verificacdo da ocorréncia de aumento
ou diminuicdo do limiar nociceptivo apds a administracdo do antagonista. O periodo
de observacdo de 4 h foi estabelecido porque contempla a sensibilizacdo maxima
(3h) e apds esse periodo ja ocorre reversdo da sensibilizacdo induzida por
carragenina. Para os antagonistas que promoveram efeito sobre a resposta induzida
por carragenina e com o objetivo de verificar se essa resposta € ou ndo de carater
local, um protocolo adicional foi desenvolvido com animais que receberam
administracdo de carragenina nas patas ipsi e contralaterais, sendo 0 antagonista
administrado na pata contralateral e a leitura feita na pata ipsilateral. Nesses
protocolos, a mensuracdo da alodinia mecéanica foi realizada 3 h apés a
administracdo de carragenina, periodo no qual ocorre a sensibilizacdo maxima

induzida por esse agente.

O pré-tratamento (-10 min; 20 ul; i.pl.) com isamoltano (5 pg; Figura 25), BRL 15572
(10 pg; Figura 26) cetanserina, (1 pg; Figura 27) ou SB 269970 (25 pg; Figura 29),
nas doses utilizadas, ndo inibiu a alodinia mecéanica induzida por carragenina em
camundongos. Por outro lado, ondansetrona (20 ug; Figura 28), exacerbou a

alodinia mecanica induzida por carragenina.
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Figura 25 — Efeito induzido por isamoltano (antagonista 5-HTyz; 5 pg; -10 min; 20 ul; i.pl.)
sobre a alodinia mecénica induzida por carragenina (100 pg; 20 ul; i.pl.) em camundongos.
(n=3-4). Todos o0s grupos apresentaram valores de limiares basais entre 125-130 g.
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Figura 26 — Efeito induzido por BRL 15572 (antagonista 5-HT;p; 10 pg; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina (100 pg; 20 ul; i.pl.) em camundongos.
(n=3-4). Todos os grupos apresentaram valores de limiares basais entre 125-130 g.
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Figura 27 — Efeito induzido por cetanserina (antagonista 5-HTa; 1 pg; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecéanica induzida por carragenina (100 pg; 20 ul; i.pl.) em camundongos.
(n=3-4). Todos o0s grupos apresentaram valores de limiares basais entre 125-130 g.
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Figura 28 — Efeito induzido por ondansetrona (antagonista 5-HTs; 20 ug; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina (100 pg; 20 pl; i.pl.) em camundongos (A).
Efeito induzido por ondansetrona (10, 20 ou 40 pg; -10 min; 20 pl; i.pl.) sobre a alodinia
mecéanica induzida por carragenina (100 pg; 20 pl; i.pl.; 3h) em camundongos (B). * indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com salina; a # b # c;
P<0,05 (n=3-4). Todos os grupos apresentaram valores de limiares basais entre 125-130 g.
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Figura 29 — Efeito induzido por SB 269970 (antagonista 5-HT; 25 pg; -10 min; 20 pl; i.pl.)
sobre a alodinia mecénica induzida por carragenina (100 pg; 20 ul; i.pl.) em camundongos.
(n=3-4).
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Figura Parametro avaliado/Estimulo Antagonista/Receptor/Dose Resultado
11 Comportamento de lambida Ciproeptadina (antagonista 5-HT, e Inibic&o
5-HT 5-HT,); 0,5 ou 5 ug
12 Comportamento de lambida Mianserina (antagonista 5-HT, e Inibicao

5-HT 5-HTs); 0,05 ou 0,1 ug
13 Comportamento de lambida Isamoltano (antagonista 5-HTg) Inibicao
5-HT 0,5 0u 5 g
14 Comportamento de lambida BRL 15572 (antagonista 5-HTp) Sem
5-HT 10ou 10 pg alteracdo
15 Comportamento de lambida Cetanserina (antagonista 5-HT,,) Inibic&o
5-HT 0,10u1 g
16 Comportamento de lambida Ondansetrona (antagonista 5-HT3) Sem
5-HT 5 ou 20 ug alteracdo
17 Comportamento de lambida SB 269970 (antagonista 5-HT-) Sem
5-HT 2,50u 25 ug alteracao
19 Limiar nociceptivo Isamoltano (antagonista 5-HTg) Sem
5-HT 5 ug alteracao
20 Limiar nociceptivo BRL 15572 (antagonista 5-HTp) Aumento
5-HT 10 ug
21 Limiar nociceptivo Cetanserina (antagonista 5-HT,4) Sem
5-HT 1 g alteracao
22 Limiar nociceptivo Ondansetrona (antagonista 5-HT3) Reducéo
5-HT 20 ug
23 Limiar nociceptivo SB 269970 (antagonista 5-HT-) Aumento
5-HT 25 ug
25 Limiar nociceptivo Isamoltano (antagonista 5-HTg) Sem
Carragenina 5ug alteracao
26 Limiar nociceptivo BRL 15572 (antagonista 5-HTp) Sem
Carragenina 10 ug alteracao
27 Limiar nociceptivo Cetanserina (antagonista 5-HT,,) Sem
Carragenina 1 g alteracao
28 Limiar nociceptivo Ondansetrona (antagonista 5-HT3) Reducéao
Carragenina 10, 20 ou 40 pg
29 Limiar nociceptivo SB 269970 (antagonista 5-HT) Sem
Carragenina 25 ug alteracao
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8 DISCUSSAO

A maioria dos estudos que tém investigado o papel da 5-HT no processamento
periférico da resposta nociceptiva tém fornecido informacfes fragmentadas, nao
permitindo uma avaliagdo de forma ampla e sistemética que auxilie a elucidar o

papel dessa amina biogénica, assim como de seus receptores nesse fenémeno.

Nesse estudo, foi observada a presenca de 5-HT e de varios de seus receptores em
tecidos periféricos, assim como de RNAm correspondente para tais receptores.
Também foi observado que a administracéo i.pl. de 5-HT em camundongos resulta
em resposta nociceptiva caracterizada pelo comportamento de lambida da pata
injetada e alodinia mecanica, e que 0s antagonistas ciproeptadina, mianserina,
isamoltano, BRL 15572, cetanserina e SB 269970 inibem essas respostas. Por outro
lado, foi demonstrado que ondansetrona exacerba a alodinia mecéanica induzida por

5-HT ou carragenina.

No presente estudo, foi demonstrada a presenca de 5-HT em tecidos periféricos
(patas posteriores) de camundongos. E importante mencionar que a avaliagio
realizada tem caréater principalmente qualitativo, isto é, demonstracdo da presenca
da amina no tecido analisado. Muito provavelmente, o conteddo encontrado é
inferior ao conteudo real de 5-HT presente na pata dos animais, uma vez que o
processo de extracao apresenta deficiéncias inerentes, ndo sendo capaz de remover
toda a amina presente no tecido. Além disso, os valores encontrados correspondem
ao conteudo total de 5-HT no tecido, ndo se podendo fazer afirmacfes quanto a sua
origem, ou seja, se € proveniente da liberacdo e presente no meio extracelular ou se
€ proveniente do contéudo vesicular intracelular. Apesar de ndo ser possivel definir a
origem da 5-HT encontrada, a demonstracdo da sua presenca em tecidos periféricos
atende a um dos requisitos para o envolvimento dessa amina NnO Processo

investigado.

A presenca dos receptores para 5-HT em tecidos periféricos também atende a um
dos requisitos basicos para se atribuir um papel direto para essa amina no fenémeno
bioldgico investigado. Em outras palavras, é necessario que o alvo molecular com o

qual a substancia em questdo interage esteja presente e seja identificado,
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possibilitando sua modulacdo farmacoldgica. Chen et al. (1998) demonstraram em
cultura de neurdnios sensoriais de ratos a presenca dos receptores 5-HT1g, 5-HTip €
5-HT,» € do RNAmM para esses e outros receptores, como 5-HTig, 5-HTzc, 5-HT3,
5-HT4, 5-HTsa € 5-HTsg.

Wu et al. (2001) mostraram por RT-PCR que o RNAmM para os receptores 5-HTa,
5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1F, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT,4, 5-HTsa € 5-HT; esta presente em
neurénios DRG, e que o adjuvante completo de Freund aumenta os niveis de RNAmM
para 5-HTia, 5-HT1g, 5-HT1f, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4 e 5-HT; em ratos. Com essa
mesma técnica, Liu e colaboradores (2005) mostraram posteriormente que 0s niveis
de RNAm para os receptores 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT2¢, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTg €
5-HT; aumentam apds a administracdo de veneno de abelha em ratos. Além disso,
Wang e colaboradores (2003) mostraram que ocorre um aumento ipsilateral dos
niveis de RNAm para receptores 5-HT;o em ganglios da raiz dorsal apds a
administracdo subcutdnea de veneno de abelha em ratos. Esses achados séo
compativeis com o fendmeno de modulacdo positiva ou aumento da expresséo de
receptores observado para substancias de papel notadamente importante na

resposta nociceptiva ou inflamatéria.

Corroborando os achados obtidos nesses estudos, nossos resultados mostraram a
presenca dos receptores 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT3 e 5-HT; em tecidos periféricos de
ratos. Nesse caso, a identificacdo e o aumento da expressao de receptores para
5-HT sob diferentes situagbes apontam para um papel importante desempenhado
por essa amina na resposta nociceptiva ou inflamatoria periférica induzida por varios
estimulos. Entretanto, € necessario ressaltar que a maioria das informacdes
consolidadas a respeito do envolvimento de 5-HT e de seus receptores em aspectos
periféricos da resposta nociceptiva provém de estudos conduzidos em ratos,
enquanto que informagdes sobre esse assunto envolvendo camundongos como
espécie alvo da investigacdo ainda sdo muito escassas. A investigacdo da base
neuroquimica do processamento nociceptivo em camundongos torna-se ainda mais
mais importante na atualidade, uma vez que camundongos transgénicos e
deficientes estdo cada vez mais disponiveis para investigacdes fisiologicas e

farmacoldgicas. Assim, o presente estudo representa uma importante contribuicdo
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ao demonstrar a presenca de RNAm para os receptores 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT2a €
5-HT3; em DRG, mas n&do na pata de camundongos.

O desenho experimental desse protocolo levou em consideracdo as caracteristicas
morfolégicas dos DRG, constituidos por neurdnios pseudounipolares que possuem
terminagcbes periféricas, corpo celular ndo adjacente a essas terminagfes e
projecbes para o corno dorsal da medula espinhal. Considerando o fato de que o
corpo celular ndo esta presente na periferia, seria compativel com essa
argumentacéo a auséncia de RNAm nos fragmentos de tecidos de pata analisados,
sendo encontradas apenas as proteinas ou receptores expressos e localizados na
membrana das células. De fato, os resultados encontrados pela g°PCR mostraram a
presenca de RNAm para os receptores 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT,a € 5-HT3 apenas em
DRG, mas ndo em tecido de pata de camundongos. Esses resultados sugerem
indiretamente que os receptores de 5-HT encontrados em tecidos periféricos estdo
localizados em nociceptores, e que a resposta induzida por 5-HT decorre, em

primeira instancia, de sua interagcdo com esses receptores.

Tendo sido demonstrada a presenca dos receptores para 5-HT em tecidos
periféricos de ratos assim como de RNAm para esses receptores em DRG de
camundongos, o0 presente estudo investigou nestes animais os efeitos induzidos
pela administracdo local de 5-HT bem como a modulacédo farmacoldgica induzida

por diferentes antagonistas para receptores dessa amina em diferentes modelos.

Em camundongos, a administracdo i.pl. de 5-HT induziu resposta nociceptiva
intensa, caracterizada pelo comportamento de lambida da pata injetada. De forma
analoga, 5-HT também induz alteracdes indicativas de comportamento nociceptivo,
como o comportamento de chacoalhar a pata em ratos (TAMBELI et al.,, 2006).
Nesse mesmo estudo, foi observado que a resposta induzida por 5-HT em doses
superiores aquelas utilizadas em nosso estudo apresenta duracdo de 30 min, com
resposta maxima ocorrendo ja aos 6 min. Esses resultados apresentam semelhanca
com o0s obtidos no presente estudo, onde a administracdo de 5-HT em
camundongos induziu resposta nociceptiva com duracdo de 20 min, com resposta

maxima observada aos 10 min. De forma conjunta, esses resultados sugerem que a
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resposta direta induzida por 5-HT tem curta duracdo, provavelmente associada a
sua rapida biotransformacéao, recaptacao ou difusdo para tecidos adjacentes.

Também ja foi demonstrado em ratos que a injecao i.pl. de 5-HT induz edema de
pata (COLE et al., 1995) e resposta nociceptiva (SUFKA et al., 1992; TAIWO &
LEVINE, 1992). A capacidade de indugéo de resposta nociceptiva por 5-HT abrange
varias espécies, incluindo as mais evoluidas, ja tendo sido relatado que 5-HT,
guando administrada perifericamente, induz dor em humanos (JENSEN et al., 1990).
A complexidade das respostas induzidas por 5-HT acompanha a complexidade
evolutiva das espécies, possivelmente associada a um maior nimero de alvos
moleculares com o0s quais 5-HT possa interagir ou de processos biolégicos nos

guais essa amina possa estar envolvida (GILLETTE, 2006).

A rapidez do estabelecimento da resposta nociceptiva induzida por 5-HT
provavelmente resulta da ativacdo direta de nociceptores. E possivel que essa
interacdo resulte em alteragcbes da permeabilidade da membrana neuronial a

diferentes ions, com aumento das correntes de sédio e calcio.

De fato, além da presenca de receptores para 5-HT identificados em fibras aferentes
primarias, incluindo 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4 e 5-HT; (TAIWO & LEVINE, 1992;
ABBOTT et al., 1996; DOAK & SAWYNOK, 1997; MEUSER et al., 2002; OKAMOTO
et al., 2002; ERNBERG et al., 2000; SOMMER, 2004), também ja é conhecida a
capacidade dessa amina de causar ativacdo e sensibilizacdo de fibras aferentes
primarias (RUEFF & DRAY, 1992; KRESS & REEH, 1996), assim como
despolarizacdo de neurdnios DRG isolados (HOLZ & ANDERSON, 1984; HOLZ et
al., 1985; MALONE et al.,1991). Nesse contexto, é provavel que entre os receptores
para 5-HT ja identificados, os receptores 5-HT, e 5-HTzatuem de forma mais direta e
imediata para a ativagdo de fibras aferentes primarias, uma vez que esses
receptores permitem rapido influxo de fons como Na* e Ca*?, o que contribui para a
ativacao/despolarizacdo de fibras aferentes primarias e estabelece relagdo direta
com as alteracbes comportamentais mostradas nesse estudo ou em outros ja
publicados (TODOROVIC & ANDERSON, 1990; TODOROVIC et al., 1997).
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No presente estudo, foi demonstrado que ciproeptadina, mianserina, isamoltano e
cetanserina inibiram o comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT,

sugerindo um papel importante dos receptores 5-HT;, 5-HT, e 5-HTs nessa resposta.

O papel dos receptores 5-HT; na resposta nociceptiva periférica ainda nédo é
completamente caracterizado e alguns estudos apontam para uma func¢ao inibitéria
ou antinociceptiva para esses receptores. Recentemente, Granados-Soto e
colaboradores (2010) mostraram que agonistas seletivos dos receptores 5-HTia,
5-HT1g, 5-HTip, 5-HTie e 5-HTir administrados diretamente na pata inibem a
resposta nociceptiva induzida por formaldeido em ratos. Além disso, também foi
mostrado que esse efeito antinociceptivo é inibido de forma dose-dependente por
antagonistas seletivos para os mesmos receptores. Embora ndo tenha avaliado
diretamente o comportamento nociceptivo, foi mostrado em outro estudo que
sumatriptano, um agonista 5-HTig/1p, inibe em baixas doses o extravasamento de
plasma induzido por capsaicina em ratos (PIERCE et al., 1996). Esses resultados
sugerem um papel inibitério desempenhado por esses receptores em diferentes
situacgdes, e estdo em consonancia com 0s mecanismos moleculares dos segundos
mensageiros gerados quando da ativacdo desses receptores, uma vez que 0S
mesmos sdo acoplados as proteinas Gjo que promovem a abertura de canais de

potassio (HOYER et al., 1994; HANNON & HOYER, 2008).

Entretanto, a despeito de algumas evidéncias sugerindo um papel antinociceptivo
para os receptores 5-HT;, 0 presente estudo mostrou que 0s mesmos receptores
também podem ter funcéo pré-nociceptiva, uma vez que isamoltano, um antagonista
5-HTg, inibiu o comportamento de lambida de pata e que BRL 15572, um
antagonista 5-HTip, inibiu a hiperalgesia mecanica induzidos por 5-HT em
camundongos. Alguns estudos sugerem que esses receptores também possam
exercer papel excitatério, j& tendo sido demonstrado que a ativacdo de 5-HTig1p
pode estar associada a producdo de fosfato de inositol e aumento das
concentracdes intracelulares de Ca™, o que induz contracdo de musculatura lisa
vascular em diferentes tecidos (EBERSOLE et al., 1993; ZGOMBICK et al., 1993;
DICKENSON & HILL, 1995; WURCH & PAUWELS, 2000). Esses resultados

sugerem que 0s mecanismos moleculares e segundos mensageiros gerados apés a
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ativacao dos receptores 5-HT; podem variar em diferentes tecidos e espécies, o0 que
contribui para a diversidade de resultados encontrados na literatura.

Também foi mostrado no presente estudo que cetanserina, um antagonista seletivo
5-HT,a, inibe o comportamento de lambida de pata induzido por 5-HT. Em
concordancia com esse resultado, varios outros estudos também j& evidenciaram o
papel desses receptores no processamento periférico da resposta nociceptiva, ja
tendo sido demonstrado que esse mesmo antagonista reduz a hiperalgesia térmica
ou mecanica em ratos induzidas por varios estimulos, incluindo 5-HT, apenas
guando administrados na pata ipsilateral (TOKUNAGA et al., 1998; WEI et al., 2005;
HONG et al., 2006). Além disso, a inje¢do na pata ipsi, mas nao na pata contralateral
de sarpogrelato, outro antagonista seletivo desses receptores, também apresentou
atividade em ratos nos modelos das respostas nociceptivas induzidas por
formaldeido e calor (OBATA et al., 2000; SASAKI et al., 2006). De forma conjunta,
esses resultados indicam que os receptores 5-HT,n desempenham papel pro-
algésico e sdo importantes para o estabelecimento da resposta nociceptiva induzida
por varios estimulos. Adicionalmente, considerando-se que nesses estudos o0s
efeitos induzidos por cetanserina e sarpogrelato resultaram de sua administracao
local e ndo sistémica, ressalta-se o envolvimento dos receptores 5-HT, em aspectos

periféricos dos eventos investigados.

O envolvimento dos receptores 5-HT3 na resposta nociceptiva periférica ainda nao
foi completamente estabelecido e sua investigagdo tem gerado resultados
controversos, ja tendo sido observado que antagonistas 5-HT3; inibem o
comportamento nociceptivo e a alodinia mecéanica induzidos por formaldeido e 5-HT
em ratos (DOAK & SAWYNOK, 1997; PARADA et al., 2001; TAMBELI et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007). Em outros estudos, entretanto, ja foi mostrado que agonistas
5-HT3; ndo induzem hiperalgesia térmica ou mecanica assim como tropisetron
(antagonista 5-HT3) ndo inibe a resposta nociceptiva induzida por 5-HT em ratos
(TAIWO & LEVINE, 1992; TOKUNAGA et al.,, 1998). Em consonancia a esses
resultados, Doi-Saika e colaboradores (1997) mostraram que ndo ha aumento
ipsilateral na expresséo de cFos espinhal apos administracdo periférica de agonistas
5-HT3, assim como tropisetron nao inibe 0 aumento dessa expressao induzido por
5-HT.
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No presente estudo, foi observado que ondansetrona, um antagonista 5-HT3, néo
inibiu 0 comportamento de lambida de pata, mas exacerbou a alodinia mecéanica
induzida por 5-HT ou carragenina em camundongos, sugerindo que nessa espécie,
0s receptores 5-HT3 também possam contribuir para a antinocicepcao. Varias razdes
ajudam a esclarecer essa divergéncia, podendo a mesma ser atribuida as diferencas
entre os estimulos, as doses administradas, espécies utilizadas e ao fato de que, ao
contrario dos nossos protocolos, em muitos estudos mencionados 0s antagonistas
foram co-administrados ao estimulo, o que pode contribuir para interpretacdes
heterogéneas. Em nossos protocolos, a administracdo dos antagonistas ocorreu 10
min antes da injecdo de 5-HT, intervalo para que ocorra a difusdo do antagonista
bem como sua eventual ligacdo aos receptores disponiveis. Em nossa interpretacéao,
com essa abordagem € possivel discorrer com mais isencdo sobre o papel dos
receptores investigados sobre a resposta nociceptiva induzida por 5-HT uma vez
gue os receptores foram previamente bloqueados pelos antagonistas e assim sua
influéncia sobre o evento bioldégico em questéo € investigada de forma mais objetiva,

com menos variagdes ou interferéncias.

Embora ndo abordem diretamente aspectos periféricos da resposta nociceptiva,
outros estudos mostram que 0s receptores 5-HT3; também apresentam papel
antinociceptivo. Sasaki e colaboradores (2001) observaram que a administracdo
intratecal de um agonista 5-HT3 produz reducdo da resposta induzida por
formaldeido em ratos, e que esse efeito antinociceptivo € revertido pela
administracdo de um antagonista 5-HT3. Adicionalmente, em camundongos, ja foi
demonstrado no modelo de contor¢cdes abdominais que o efeito antinociceptivo de
paroxetina € reduzido por ondansetrona, reforcando o papel inibitério dos receptores
5-HT3 sobre esse evento (KESIM et al., 2005). Em outras palavras, os resultados
encontrados no presente estudo representam a primeira demonstracao de efeitos
inibitérios ou de modulacdo negativa sobre aspectos periféricos da resposta
nociceptiva atribuidos aos receptores 5-HT3 em camundongos. Estes resultados
indicam que um papel inibitdrio sobre o processamento da resposta nociceptiva

pode ser atribuido a receptores 5-HT3tanto periféricos quanto centrais.
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O papel dos receptores 5-HT; na resposta nociceptiva periférica também € pouco
conhecido e ainda est4 sob crescente investigacdo. Esses receptores ja foram
identificados em neurdnios sensoriais (CHEN et al., 1998; WU et al., 2001,
SOMMER, 2004) e seu sistema de sinalizacao intracelular resulta em aumento de
AMPc. Rocha-Gonzalez et al. (2005) mostraram que SB 269970 (antagonista 5-HT7)
inibe 0o comportamento nociceptivo induzido por formaldeido, 5-HT ou agonistas
serotoninérgicos em ratos. Em nosso estudo, embora esse mesmo antagonista nao
tenha inibido o comportamento de lambida de pata, foi observada inibicdo da
alodinia mecénica induzida por 5-HT em camundongos, 0 que corrobora resultados
prévios de outros pesquisadores e sugere de forma conjunta que esses receptores
desempenham papel predominantemente excitatério ou pro-algésico sobre a

resposta nociceptiva periférica.

Além do mais, considerando-se que 5-HT induz resposta por interacdo local com
multiplos receptores, € provavel que, na presenca de apenas um antagonista
seletivo, 5-HT interaja com outros receptores de perfil excitatorio, induzindo assim a
resposta nociceptiva observada. O fato de alguns antagonistas seletivos inibirem de
forma isolada a resposta induzida por 5-HT em um modelo especifico indica que a
influéncia dos receptores investigados sobre a resposta em questdo suplanta a de
outros receptores, 0 que justifica sua investigacdo e caracterizacdo em diferentes

modelos experimentais.

A exemplo de resultados conflitantes em funcdo de multiplas possibilidades
investigativas e da ubiquidade de 5-HT em diferentes células e tecidos, a resposta
nociceptiva induzida por 5-HT é bastante complexa e pode ser causada por acao
direta, como ativagcdo ou sensibilizacdo de nociceptores, mas também por
mecanismos indiretos. Recentemente, foi demonstrado que administracao periférica
de 5-HT induz migracdo celular e que a resposta nociceptiva e hiperalgesia
mecanica induzidas por essa amina sao inibidas por fucoidano, indometacina,
antagonistas adrenérgicos e dopaminérgicos, sugerindo o envolvimento de
eicosandides, norepinefrina e dopamina na resposta induzida por 5-HT (TAMBELI et
al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).
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O mecanismo pelo qual 5-HT induz migracdo de neutrdéfilos ainda ndo € conhecido,
mas pode envolver a liberagdo de citocinas e quimiocinas por macréfagos ativados
por 5-HT, visto que expressam receptores para essa amina (JACKSON et al., 1988;
SEIDE et al., 2004; KUBERA et al., 2005). Por outro lado, é possivel que 5-HT, por
meio da interacdo com seus receptores de perfil excitatorio, como 5-HT, e 5-HTs3,
possa induzir a liberacdo de norepinefrina em terminacdes poés-ganglionares
simpaticas, que por sua vez ativaria 0S receptores para as catecolaminas

contribuindo dessa forma para a resposta nociceptiva induzida por 5-HT.

9 CONCLUSAO

Concluindo, o presente estudo demonstrou a presenca de 5-HT e de RNAm para
alguns de seus receptores em tecidos periféricos assim como o comportamento de
lambida de pata e alodinia mecanica induzidos por 5-HT em camundongos. Além
disso, foi demonstrado que a resposta nociceptiva induzida por 5-HT ou carragenina
pode ser inibida ou exacerbada por diferentes antagonistas, sugerindo um
importante papel para os receptores 5-HT, 5-HT,, 5-HT3, 5-HTs e 5-HT7 nos eventos
investigados. Finalmente, nossos resultados representam a primeira evidéncia de
um papel inibitorio atribuido aos receptores 5-HT3; no processamento periférico da
resposta nociceptiva em camundongos. Os resultados mostram que 5-HT,
interagindo com seus receptores diretamente em fibras aferentes primarias
nociceptivas ou em células inflamatérias adjacentes, é importante para a resposta
nociceptiva em diferentes condi¢cdes. Assim, a caracterizagdo e a avaliagao
farmacoldgica da resposta nociceptiva periférica induzida por 5-HT € essencial para
que se possa ter um melhor entendimento da contribuicdo dessa amina nesse

processo.
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