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ALMEIDA, CB 2014. Papel dos receptores kappa opioides e sua interacdo com
receptores 5-HT;a no teste da estimulacdo elétrica na substancia cinzenta
periaguedutal dorsal de ratos. Dissertagcdo de mestrado, Programa de Pés-graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringéa. 39p.

RESUMO

O transtorno do péanico é caracterizado por episodios repetidos de ataques de panico (APS),
seguido de ansiedade cronica. Individuos que sao susceptiveis aos APs, apresentam
deficiéncia nos mecanismos serotoninérgicos e opioides enddégenos e a substancia cinzenta
periaqueductal dorsal (SCPd) tem papel primordial na regulacdo destes ataques. Estudos
indicam que receptores 5-HT;, estdo envolvidos na regulacdo do comportamento defensivo
organizado nesta estrutura cerebral. Além disso, tem-se mostrado que a ativacdo de
receptores kappa (k) opioides da SCPd promove efeito aversivo. O objetivo deste trabalho
foi verificar o envolvimento de receptores Kk e sua interacdo com receptores 5-HTia
localizados nessa regido cerebral, em ratos submetidos ao teste da estimulacé@o elétrica na
SCPd, um modelo animal para o estudo da fisiopatologia e do tratamento do transtorno do
panico. Ratos Wistar foram microinjetados (0,2 uL/120s) intra-SCPd com o antagonista K,
Nor-BNI (3,4 e 6,8 nmol) ou com o agonista 5-HT;4 8-OHDPAT (0,8 e 1,6 nmol), bem como
pela associagdo de Nor-BNI (3,4 nmol) com 8-OHDPAT (0,8 nmol) e submetidos ao teste da
estimulacao elétrica, no qual se mediu a intensidade da corrente elétrica capaz de provocar
comportamento de fuga (limiar de fuga) antes e depois da administracdo das drogas para a
verificac@o de possiveis efeitos. As doses mais altas do Nor-BNI (6,8 nmol) e do 8-OHDPAT
(1,6 nmol) promoveram aumentos nos limiares de fuga, indicativo de efeito panicolitico. A
associacdo de doses subefetivas de Nor-BNI (3,4 nmol) e do 8-OHDPAT (0,8 nmol) mostrou
aumento do limiar de fuga estatisticamente significativo quando comparados ao grupo
controle, indicativo de efeito panicolitico. Os resultados foram analisados através da analise
de variancia (ANOVA) de um fator seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de Duncan.
Estes resultados mostram que os receptores k estdo envolvidos na aversdo e que atuam de
forma cooperativa com receptores 5-HT;4 na regulacdo de respostas de fuga eliciadas por
estimulacao elétrica da SCPd.

Palavras-chave: Transtorno do panico, SCPd, opioide, serotonina.



ALMEIDA, CB 2014. Role of kappa opioid receptors and their interaction with 5-HT;5
receptors in the electrical stimulation test in the dorsal periaqueductal gray of rats.
Master Degree, Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
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ABSTRACT

Panic disorder (PD) is characterized by repeated occurrence of spontaneous panic attacks
(PAs), followed by chronic anxiety. The susceptibility to PA in PD patients is due to a
deficient serotonergic and opioidergic mechanism and the dorsal periaqueductal gray
(DPAG) assumes a pivotal role in the regulation of PAs. Studies show that 5-HT,. receptors
are involved in the regulation of defensive behavior in this cerebral area. Furthermore, the
activation of kappa (k) opioid receptors of the DPAG promote aversive effects. The aim of
this study was verify the involvement of k receptors and their interaction with 5-HTia
receptors placed in this cerebral area, in rats submitted to electrical stimulation test in the
DPAG, an animal model that studies the pathophysiology and treatment of PD. Male Wistar
rats were microinjected (0.2 uL/120s) into DPAG with the k-opiod antagonist Nor-BNI (3.4
and 6.8 nmol) or 5-HT5 agonist, 8-OHDPAT (0.8 and 1.6 nmol), as well the association of
Nor-BNI (3.4 nmol) with 8-OHDPAT (0.8 nmol) and submitted to electrical stimulation test,
which was measured the intensity of electrical that evoked escape behavior (escape
threshold) before and after the drugs treatment to investigate possible effects. The higher
doses of Nor-BNI (6.8 nmol) and of 8-OHDPAT (1.6 nmol) promoted increase on the
threshold escape, indicative panicolytic-like effect. The association of ineffective doses of the
Nor-BNI (3.4 nmol) with 8-OHDPAT (0.8 nmol), also showed increase on the threshold
escape statistically significant when compared to control group. Data were analyzed by one-
way ANOVA followed by the post hoc Duncan's test. These results show that the K receptors
are involved in aversion and act cooperatively with 5-HT;5 receptors on the regulation of
escape responses promoted by DPAG electrical stimulation.

Keywords: Panic disorder, DPAG, opioid, serotonin.
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1. INTRODUCAO

O medo faz parte de um complexo de comportamentos inatos espécie-especificos,
fundamental para a sobrevivéncia dos individuos na natureza. Do ponto de vista biologico a
ansiedade possui suas raizes nas reacdes de defesa dos animais, verificadas em respostas
aos perigos comumente encontrados no ambiente em que vivem. Assim, quando um animal
confronta-se com uma ameaca ao seu bem estar, a sua integridade fisica ou a sua propria
sobrevivéncia, ele apresenta um conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas
gue caracterizam a reacdo de medo. Tal ameaca pode ser representada por um estimulo
inato, como um predador ou um agressor da mesma espécie, ou por estimulos neutros, que
por associacdo repetida com estimulos dolorosos ou outras sensacfes igualmente
desagradaveis adquirem propriedades aversivas condicionadas (GRAEFF; BRANDAO,
1999).

De acordo com a classificacdo do Manual de Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-IV, 2000), os transtornos de ansiedade podem ser classificados
como um grupo de patologias distintas, cada qual com seus sintomas predominantes e
formas de tratamentos especificos. Dentre elas estdo o transtorno de ansiedade
generalizada (TAG), transtorno do panico (TP), transtorno obsessivo-compulsivo (TOC),
transtorno do estresse pds-traumatico e fobias.

O transtorno do pénico € essencialmente caracterizado por recorrentes e
inesperados ataques de panico (APs), que sdo seguidos por um més ou mais de
preocupacgao persistente sobre ter novos atagques, preocupacdo com as consequéncias
destes ataques, bem como com as alteracdes comportamentais relacionados a estes
ataques (ASSOCIACAO PSIQUIATRICA AMERICANA, 2002).

Os APs séo definidos como um periodo de medo intenso ou desconforto em que pelo
menos quatro dos seguintes sintomas estdo presentes: palpitagfes, taquicardia, sudorese,
tremores, sensacoes de falta de ar ou sufocamento, dores ou desconforto no peito, nauseas
ou desconfortos abdominais, tonturas, medo de perder o controle, medo de morrer,
dorméncia ou formigamento e calafrios ou ondas de calor (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2006).

Independente do tipo de transtorno, pacientes com transtornos de ansiedade
apresentam declinio do desempenho na area profissional, social, no relacionamento familiar
e conjugal e representam maior risco de dependéncia emocional, operacional e econémica.
Os pacientes podem apresentar mais de um tipo de transtorno de ansiedade
concomitantemente, além de transtornos de personalidade, estados depressivos e abuso de
substancias (REGIER e col., 1998).
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No Brasil, poucos estudos mostram dados epidemioldgicos sobre o perfil de
morbidades psiquiatricas. Segundo uma pesquisa, constatou-se as seguintes estimativas de
prevaléncia para transtornos de ansiedade: 4,2% para TAG, 1,6% para TP, 2,1% para
agorafobia, 4,8% para fobia simples, 3,5% para fobia social e 0,3% para TOC em individuos
do estado de S&o Paulo (ANDRADE e col., 2002).

Estudos epidemioldgicos realizados a nivel mundial indicam que a prevaléncia do
TP, ao longo da vida, situa-se entre 1,5 e 3,5% (com ou sem agorafobia), alcancando uma
prevaléncia anual entre 1 e 2% (ASSOCIACAO PSIQUIATRICA AMERICANA, 2002). Outro
estudo realizado na cidade de S&o Paulo encontrou uma prevaléncia de 1,6% para o TP ao
longo da vida e de 1% em um ano (MARI e col., 2006).

O TP é cerca de duas vezes mais comum em mulheres e, geralmente, se inicia no
final da adolescéncia ou no inicio da vida adulta, com média de aparecimento entre os 20 e
30 anos; raramente, ha casos de aparecimento na infancia (ROSENBERG e col., 1991,
KESSLER e col., 2006).

Assim, os diferentes transtornos de ansiedade séo identificados como algumas das
causas mais freqlientes na procura de auxilio médico e psiquiatrico (LAWLOR; LAZARE,
1989). A alta prevaléncia dos transtornos de ansiedade torna este grupo de patologias um
problema de saude publica, prejudicando a qualidade de vida da populacdo e gerando
custos sociais diretos e indiretos bastante elevados (MANSION e col., 1993; BERNIK;
MINNUTTENTAG, 2004).

Neste contexto, compreender os processos bioldgicos envolvidos nos transtornos
de ansiedade representa um desafio para o campo da neurociéncia, o que tem levado ao
crescente nimero de estudos para se entender oS mecanismos neurais responsaveis pela
origem e manutencao dos transtornos ansiosos.

Os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRSs) sdo os farmacos de
primeira escolha no tratamento dos transtornos da ansiedade, incluindo o TAG e TP, porém
eles apresentam muitas limitagfes. Dentre estas limitages estdo a resisténcia em 20% dos
pacientes e a resposta inadequada em aproximadamente 60% dos mesmos (KELLER,
2005), assim como a demora no aparecimento do efeito clinico e a piora inicial dos sintomas
de ansiedade observada em pacientes com TP (BALDESSARINI, 2006).

Portanto, existe um grande interesse em melhorar a resposta terapéutica aos
antidepressivos por meio da utilizacdo de novas estratégias de tratamentos e identificacéo
de outros sistemas de neurotransmissores e receptores, como 0s opioides, que possam
estar relacionados a etiologia e ao tratamento dos distirbios de ansiedade e depressao.

Diversos estudos sobre a neurobiologia do medo e da ansiedade demonstraram que
a natureza das respostas de medo em animais expostos a situacdes ameacadoras depende

da intensidade e da distancia do estimulo aversivo. Para Robert e Caroline Blanchard, o que
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determina o grau de ameaca do estimulo é a distancia entre roedor e o estimulo ameagador,
no caso o predador. Assim, os niveis de ameaca podem ser potencial, distal e proximal
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD e col., 2001).

O primeiro nivel de ameaca (potencial) € caracterizado pela incerteza da existéncia
de perigo, como por exemplo, quando o animal estd em um novo ambiente, em algum local
onde a presenca do predador ja tenha sido detectada ou diante da apresentacdo de
estimulos associados a este, como objetos impregnados com o seu odor. Em resposta ao
perigo potencial ou incerto, 0 animal apresenta o padrdo comportamental de avaliacdo de
risco, composto por repetidas tentativas de aproximacao, seguidas de esquiva ao estimulo
ameacador. Durante a avaliacdo de risco, o rato, por exemplo, mantém o corpo estendido, o
abdémen rente ao chdo e a cabecga direcionada a fonte de perigo (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988; BLANCHARD e col., 2001).

O segundo nivel de ameaca (distal) ocorre quando o perigo é real, mas se apresenta
a certa distancia, ou seja, quando o predador esta presente e ja foi detectado pela presa,
mas esta a uma distancia segura e ainda nao iniciou o ataque predatério. Nessa situacao, o
animal tende a permanecer imével, no estado de congelamento, diminuindo assim a
probabilidade de ser identificado pelo predador e garantindo um menor risco a sua
sobrevivéncia (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD e col., 2001).

Ja o terceiro nivel de ameaca (proximal) € caracterizado pela aproximacdo do
predador a uma distancia critica da presa, ou até em contato com seu corpo. Assim, 0
animal se defende com a fuga ou com a luta. Quando possivel, a fuga é a resposta
predominante, mas se existem condicbes para um ataque ao oponente, a agressao
defensiva é a resposta prevalente (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD e col.,
2001).

As diferencas entre medo e ansiedade vao além dos aspectos comportamentais. As
respostas de avaliacdo de risco e esquiva inibitdria, adotadas no primeiro nivel de ameaca,
sdo diminuidas pela administracdo de drogas ansioliticas utilizadas clinicamente no
tratamento das desordens de ansiedade generalizada como o diazepam e a buspirona
(GRAY; McNAUGHTON, 2000; BLANCHARD e col., 2003). Ja as respostas de fuga,
emitidas no terceiro nivel, sdo resistentes a estas drogas ansioliticas, mas sensiveis a
drogas antidepressivas como a fluoxetina, empregadas no tratamento do transtorno do
panico (SCHENBERG e col., 2001; ZANOVELI e col., 2007; 2010).

Dessa maneira, existe uma relagdo entre 0s niveis de ameaca, estratégias
comportamentais e transtornos especificos de ansiedade. Por exemplo, enquanto as
respostas de esquiva inibitoria e de avaliagéo de risco estariam relacionadas a transtorno de
ansiedade generalizada, a resposta de fuga estaria relacionada ao transtorno do péanico
(DEAKIN; GRAEFF, 1991; GRAEFF e col., 1993; GRAEFF, 2004). Assim, tem sido possivel
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encontrar relacdo entre esses transtornos psiquiatricos e respostas defensivas que 0s
animais apresentam quando sao confrontados a situacdes aversivas.

Além disso, os substratos neurais envolvidos nos niveis de ameaca parecem ser
distintos. Quando a ameaca ¢é distal, ocorre a ativacdo de centros mais rostrais coordenando
as respostas, como o cértex do cingulo (estrutura superior do cérebro). JA quando ha a
evitacdo ou esquiva defensiva (medo), o controle fica a cargo da amidala e do cingulo
anterior e a aproximacdo defensiva (ansiedade) ocorre quando uma forte tendéncia de
gratificacdo entra em conflito com a evitacdo (elevados indices de avaliacdo de risco) sendo
regulada pelo sistema septo-hipocampal e cingulo posterior (MEZZASALAM e col., 2004).

Quanto ao terceiro nivel de ameaca (proximal), o principal substrato neural parece
ser a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd), pois a estimulagéo elétrica aplicada
nesta regido, elicia reactes de defesa como a fuga ou luta (GRAEFF, 2003).

Muitas estruturas cerebrais que modulam reacdes de defesa mostram envolvimento
na fisiopatologia do TP, como amidala, hipocampo e a substancia cinzenta periaquedutal
dorsal (GRAEFF; DEL-BEN, 2008)

Embora os trés componentes deste sistema trabalhem juntos para gerar o
comportamento defensivo, estas estruturas provavelmente exercem diferentes funcgdes.
Neste ponto, Fanselow (1991) tem sugerido que a amidala sintetiza estimulos provenientes
do meio ambiente e entdo sinaliza a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) o grau de
ameaca que ele representa ao organismo. Esta, por sua vez, selecionaria, organizaria e
executaria o comportamento apropriado e as reacdes defensivas neurovegetativas
(GRAEFF, 2002).

A SCP é uma estrutura cerebral localizada no mesencéfalo, margeando o aqueduto
cerebral. Quatro principais subdivisbes sao aceitas de existir na SCP e sdo designadas de
colunas: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral (BLANDER e col., 1991; CARRIVE,
1993; BLANDLER; SHIPLEY, 1994).

Figura 1: Representacao das subdivisbes da SCP. Distancia de -7,64 mm do bregma. SCPd: SCP dorsal; SCPI:
SCP lateral; SCPvl: SCP ventrolateral.
Fonte: Adaptado de Paxinos e Watson (2005).
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Tem-se sugerido que a coluna ventrolateral medeia resposta de congelamento
condicionado. A coluna lateral esta4 relacionada ao comportamento de fuga vigorosa,
respostas motoras e autonémicas (VIANNA e col., 2001).

Muitos estudos tém demonstrado o envolvimento da SCPd na coordenacdo dos
diferentes aspectos da reacdo de defesa. Estimulacdes elétricas dessa estrutura eliciam
respostas aversivas incondicionadas associadas com alteracbes autondémicas e sensoriais
gque ocorrem para dar suporte a comportamentos motores relacionados ao medo
(BRANDAO e col., 1982; 1990; 1999; LEAO-BORGES e col., 1988, GRAEFF, 1990;
COIMBRA; BRANDAO, 1997; VIANNA e col., 2001).

Os modelos animais sdo amplamente utilizados em pesquisas biomédicas, pois
possuem a capacidade de simular processos humanos fisiolégicos e patologicos. Estes
modelos contribuem para o entendimento de doencas humanas, contribuindo assim para o
desenvolvimento de novas op¢des de tratamento terapéutico (TEXEIRA; QUEVEDO, 2013).

Modelos animais de desordens psiquiatricas visam reproduzir caracteristicas
observadas em desordens psiquiatricas de humanos em animais de laboratorio,
correlacionando alteracbes comportamentais e fisiolégicas com estados emocionais
especificos, a etiologia das doencas e reposta dos tratamentos farmacoldgicos. Estes
modelos tém contribuido significativamente para a descoberta de novos tratamentos
farmacoldgicos, bem como na compreensdo da neurobiologia de doencas psiquiatricas
(CAMPOS e col., 2013).

No entanto, modelos animais de ansiedade nado objetivam replicar todas as
caracteristicas e sintomas de um transtorno de ansiedade especifico, mas sim gerar um
estado de ansiedade que possa ser relacionado a este distirbio (CAMPOS e col., 2013).

Grande parte dos avan¢os na compreensao dos mecanismos neuroanatbmicos e
neuro-humorais dos transtornos da ansiedade vém sendo obtidos a partir de estudos com
estimulacéo elétrica (COIMBRA e col., 1998; EICHENBERGER e col., 2002; OSAKI e col.,
2003; RIBEIRO e col., 2005;) ou quimica (BRANDAO e col., 1988; 2008; CARDOSO e col.,
1994; EICHENBERGER e col., 2002) de estruturas encefalicas especificas.

A estimulagéo elétrica e quimica da SCPd de animais experimentais elicia respostas
associadas ao péanico, tais como comportamentos de defesa que geralmente seguem uma
hierarquia de respostas, caracterizada por alerta (interrupgdo da atividade exploratoria ou do
repouso) seguido por congelamento (imobilidade defensiva, em que o animal fica
praticamente imével e pode apresentar exoftalmia, piloerecdo e arqueamento do dorso) e
fuga (saltos e galopes) (FERNANDEZ DE MOLINA; HUNSPERGER, 1959; MELLO e col.,
1992; COIMBRA e col., 1996; 1998).
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Adicionalmente, a estimulacao elétrica da SCPd de humanos causa sentimentos de
intenso medo e também alteracdes neurovegetativas, que sao similares aos sintomas de
APs observados em pacientes com TP (NASHOLD e col., 1969; 1974; YOUNG, 1989) como
congelamento, luta ou fuga, acompanhada de alteracGes cardiovasculares, semelhantes
aguelas observadas em situagcfes altamente aversivas, como um confronto com o predador
(OLDS; OLDS, 1962; SCHUTZ e col., 1985; JENCK e col., 1995; SCHENBERG e col.,
2001).

Diante da similaridade entre as respostas comportamentais e autondmicas induzidas
pela estimulacdo da SCPd e os sintomas de APs, sugere-se que a SCPd esta envolvida
com o TP em humanos e que a estimulacdo elétrica desta regido em animais pode ser
considerada um modelo de ataque de panico (GRAEFF, 1990; JENCK e col.,, 1995;
LOVICK, 2000; SCHENBERG e col., 2001; GRAEFF E ZANGROSSI, 2002).

Nos primeiros estudos com este modelo, foi verificado que tanto o inibidor da sintese
de serotonina (5-HT), para-clorofenilalanina (pCPA) (KISER; LEBOVITZ, 1975), como o
antagonista serotoninérgico ndo seletivo, ciproheptadina (SCHENBERG; GRAEFF, 1978),
faciltavam a resposta de fuga, indicando um efeito pré-aversivo. Por outro lado, a
potencializacdo da neurotransmissdo serotoninérgica prejudicava esta mesma resposta,
indicando efeito antiaversivo (KISER e col., 1978).

Outras evidéncias mostraram ainda que a injecdo de 5-HT ou do agonista nao
seletivo de receptores serotoninérgicos, 5-metoxi-N-N-dimetiltriptamina (5-MeODMT),
diretamente na SCPd aumentava o limiar de corrente elétrica necessario para induzir fuga
nos animais, indicando a inibicdo desta resposta (SCHUTZ e col., 1985).

Evidéncias aparentemente contraditérias de que a 5-HT aumenta a ansiedade
atuando na amidala e diminui o medo atuando na SCPd, levaram Deakin e Graeff (1991) a
propor uma teoria na qual as diferentes vias serotoninérgicas que inervam estas estruturas
seriam responsaveis pela elaboracdo de comportamentos defensivos associados a
ansiedade generalizada e ao panico.

Tanto a amidala como a SCPd séo inervados por fibras serotoninérgicas
provenientes do nucleo dorsal da rafe (NDR) através dos tratos prosencefélico e
periventricular. De acordo com Deakin e Graeff (1991), a via prosencefalica, que inerva a
amidala facilitaria 0s comportamentos expressos em resposta a perigos potenciais ou distais
como, por exemplo, a esquiva inibitoria. Por outro lado, a via periventricular, que inerva a
SCPd, inibiria rea¢es de fuga e luta em resposta ao perigo proximal.

De acordo com a teoria de Deakin e Graeff (1991), diante de estimulos aversivos
estas vias serotoninérgicas seriam ativadas, ocasionando o aumento da liberacdo de 5-HT
tanto na amidala como na SCPd e a ativacdo destas vias modularia a expressdo de

diferentes respostas comportamentais defensivas. Na amidala, a 5-HT facilitaria a esquiva
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comportamental frente a perigos potenciais e distais, enquanto que na SCPd, o aumento da
concentracdo de 5-HT inibiria a resposta de fuga em resposta a ameacas proximais. Deste
modo, a 5-HT exerceria um papel dual, facilitando a ansiedade por agir na amidala, mas
inibindo o panico através de acbes da SCPd (GRAEFF; ZANGROSSI, 2002).

Assim, sugere-se que paciente com TP tem uma deficiéncia da inibicdo
serotoninérgica de neurdnios localizados na SCPd, que modula reacbes de defesa
(GRAEFF, 2012).

A liberacdo de 5-HT em terminais nervosos que chegam a amidala, oriundas do
NDR, promove aumento da ansiedade generalizada condicionada ou antecipatoria,
provavelmente ao agir em receptores 5-HT,, especialmente 5-HT,c (VICENTE;
ZANGROSSI, 2011), enquanto a liberacdo de 5-HT de terminais que partem do NDR e
inervam a SCPd inibe o medo incondicionado (panico), com provavel envolvimento dos
receptores 5-HT;5 € 5-HT,s (JACOB e col., 2002; ZANOVELI e col., 2003; BORTOLI e col.,
2006).

Os receptores 5-HT;, foram os primeiros subtipos de receptores serotoninérgicos a
serem sequenciados. Eles funcionam como autorreceptores somatodendriticos nos nucleos
da rafe e como receptores pds-sinapticos nos terminais nervosos. As mais altas densidades
destes receptores sdo encontradas em estruturas limbicas como o hipocampo, cortex
entorrinal e septo, além de nucleos mediano e dorsal da rafe, e as mais baixas densidades
sdo observadas em areas extrapiramidais como o ganglio basal, substancia negra e
cerebelo. A localizacdo dos receptores 5-HTi5 nas areas que compdem o sistema limbico
sugere que este subtipo de receptor esta envolvido na modula¢do da emocéo, assim como
na patogénese da ansiedade, depressao, doencas que afetam o movimento e desordens
alimentares, se tornando um alvo importante para a a¢ao terapéutica de drogas (DE VRY,
1995; NOGUEIRA; GRAEFF, 1995; INOUE e col., 1996; BARNES; SHARP, 1999; POPOVA,
2004).

Estudos também sugerem o envolvimento de mecanismos opioides na modulacdo
das reacdes aversivas na SCPd (COIMBRA e col., 1996; COIMBRA,; BRANDAO, 1997;
COIMBRA e col., 2000). Nessa regidao do cérebro, estao presentes receptores opioides Mu
(W), Kappa (k) e Delta (8), porém ha predominancia dos receptores p, cuja ativagdo promove
efeitos antiaversivos e antinociceptivos e dos receptores Kk, cuja estimulacdo esta
relacionada a promocéo de efeitos aversivos (MANSOUR e col., 1987; MOTTA e col., 1995;
MORGAN e col., 1998).

A conexao entre opioides e TP tem se baseado na teoria da falsa sufocacdo, na qual
0 ataque de péanico ocorre quando ha uma interpretacdo errdbnea do detector de CO, do

organismo, que ativa o alarme de sufocacéo, produzindo sintomas de APs (KLEIN, 1993).
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Adicionalmente a esta teoria, Preter e Klein (2008) propuseram que pacientes com
TP apresentam uma deficiéncia do mecanismo opioide, o qual tem a fung&o de controlar o
inicio de AP.

Esta teoria se confirma com estudos que mostram que a infusdo de lactato, um
agente panicogénico, induz o AP em pacientes com TP, mas ndo em pacientes saudaveis,
enquanto o pré-tratamento com o antagonista inespecifico de receptores opioides, naloxona,
torna tanto individuos saudaveis quanto pacientes com panico, susceptiveis ao AP induzido
por lactato (SINHA e col., 2007; PRETER e col., 2011).

O sistema opioide tem sido implicado no mecanismo de acdo de drogas
antidepressivas, particularmente aguelas que aumentam a neurotransmisséo de 5-HT como
os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRSs) (BERROCOSO e col., 2009), ja
gue a associacdo de doses subefetivas de ISRS e agonista opioide, fluoxetina e codeina,
promove uma potencializacédo do efeito antidepressivo (BERROCOSO; MICO, 2009). Assim,
o efeito sinérgico do ISRS e opioide sugere a existéncia de uma interacao farmacol6gica
entre 5-HT e opioides.

Além disso, estudos realizados em nosso laboratério, evidenciaram que a
administracéo prévia de naloxona, intra-SCPd, antagonizou o efeito anti-fuga do 8-OHDPAT,
também injetada intra-SCPd. Estes resultados indicaram que o subtipo de receptor 5-HT;a
estd envolvido na interacdo entre 5-HT e peptideos opioides enddégenos na SCPd, que
regulam comportamento de fuga. Ainda neste mesmo trabalho, foi demonstrado que a
associacdo de doses subefetivas de morfina e 5-HT promoveu um efeito anti-fuga no teste
do LTE (RONCON e coal., 2013).

Assim, dando continuidade a estudos conduzidos em nosso laboratério, que avaliam
a interacdo do sistema opioide e 5-HT na SCPd, o objetivo deste trabalho foi verificar o
envolvimento de receptores k opioides localizados nha SCPd e sua interacdo com receptores

5-HT;» no pénico promovido pela estimulagcdo elétrica dessa regido cerebral.
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2. OBJETIVOS

1- Avaliar o papel especifico dos receptores opioides Kk na SCPd em ratos
submetidos a estimulacdo elétrica, por meio da microinjecdo de antagonista

especifico k opioide, Nor-BNI, intra-SCPd;

2- Avaliar a interacdo entre sistema serotoninérgico e opioide na SCPd em ratos
submetidos a estimulacéo elétrica, através da associacdo de microinjecbes de
doses subefetivas do antagonista especifico de receptores k opioide, Nor-BNI,

com agonista especifico de receptor 5-HT, 8-OHDPAT, intra-SCPd;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando inicialmente 230-250 g (Biotério
central, Universidade Estadual de Maringa-UEM). Os animais foram mantidos no biotério do
laboratério de Neuropsicofarmacologia sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 1°C)
e iluminacao (ciclo claro-escuro de 12 horas), com livre acesso a agua e racao durante todo
0 experimento. Os animais submetidos aos testes comportamentais foram alojados em
grupos de cinco animais por gaiola. Os experimentos foram realizados entre 08:00 e 12:00
h. Todos os procedimentos experimentais adotados foram submetidos a andlise e
aprovagdo pelo comité de ética da UEM (Parecer n° 028/2013) e seguiram as normas
recomendadas como principios dos guias internacionais para a pesquisa biomédica que

envolve animais experimentais (CIMS), Genebra, 1985.

3.2. DROGAS

As drogas utilizadas foram: Nor-binaltorfimina (Nor-BNI, antagonista k, Sigma), 8-
hidroxi-N,N-dipropil-2-aminotetralina (8-OHDPAT, agonista 5-HT14, Sigma), solubilizadas em
salina estéril (0,9 %). Os animais do grupo controle foram tratados com salina estéril (0,9%,

veiculo).

3.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO PARA IMPLANTACAO DO QUIMITRODO

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica para a implantacdo do
guimitrodo na SCPd de acordo com os parametros obtidos do atlas de cérebro de ratos
Paxinos e Watson (2005). A cirurgia foi realizada 6 dias antes da realizagdo dos testes.

Os animais foram anestesiados com xilazina (12 mg/kg) e quetamina (70 mg/kg), por
via intramuscular. Apés a inducdo anestésica, foi realizada a tricotomia dos pélos da cabeca
e em seguida os animais foram entdo adaptados a um aparelho estereotaxico (David-Kopf,
EUA), com a barra dos incisivos 2,5 mm abaixo da linha interaural e a seguir, na regido da
incisdo foi administrado, por via subcutdnea, o anestésico local cloridrato de lidocaina
associado a um vasoconstritor, atropina (Bravet, Bravet Ltda). Poucos minutos apés, foi
realizada uma incisdo longitudinal, a fim de expor o cranio.

Na sequéncia, dois orificios foram perfurados para a introducdo de parafusos de aco

inoxidavel. Estes parafusos serviram como ancora da prétese de acrilico a ser disposta no
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cranio do animal. Outro orificio foi perfurado para a introdug&o do quimitrodo a uma distancia
de 1,9 mm lateralmente ao lambda, a uma profundidade de 5,2 mm a partir da superficie
craniana e inclinacédo de 22° em relacdo ao plano sagital, evitando-se, assim a perfuracdo do
seio venoso. ApGs o implante, o quimitrodo foi fixado a calota craniana por meio de resina
acrilica (JET). Finalmente, foi introduzido pela canula-guia um mandril de aco inoxidavel, de
mesmo comprimento, para evitar possiveis entupimentos da cénula. Apés o procedimento
cirirgico, uma associagdo antibidtica de amplo espectro (Pentabidtico, Fontoura-Wyeth-
Brasil) foi administrada (0,25 mL/animal, via intramuscular) a fim de prevenir possiveis
infeccbes. Além disso, neste mesmo periodo, foi administrado por via subcutanea (2,5
mg/mL/kg) o agente analgésico com atividade antiinflamatéria e antipirética, flunixina
meglumina (Banamine, Schering-Plough S/A-Brasil)

ApOs a cirurgia, os animais foram levados ao biotério do laboratorio, onde

permaneceram até a realizacdo do teste comportamental.

3.4. MICROINJECAO DE DROGAS

Seis dias apds a cirurgia, as microinjecoes de 8-OHDPAT, Nor-BNI ou veiculo foram
realizados com o auxilio de uma agulha Mizzy conectada a uma microsseringa Hamilton de
10 pl por meio de um tubo de polietiieno (PE-10). A agulha foi introduzida no interior da
canula-guia (14 mm) e ultrapassou a canula em 1,0 mm de forma a atingir SCPd. As
microinjecBes foram feitas com o auxilio de uma bomba de infusdo, em tempo e volume
constantes (0,2 ul/120s), permanecendo a agulha por 60 s adicionais no sitio intra-

encefélico, para evitar refluxo da solucao injetada e permitir uma melhor difusdo da droga.

3.5. TESTE DA ESTIMULACAO ELETRICA

3.5.1. Quimitrodo

O quimitrodo consiste de um eletrodo conectado a uma cénula-guia que foi construida
a partir de uma agulha hipodérmica comercial, possuindo 13,0 mm de comprimento e 0,6
mm de didmetro externo. A mesma teve em seu interior um mandril de aco de 0,3 mm de
didmetro e 13,0 mm de comprimento que a manteve desobstruida. Este mandril foi retirado
da canula-guia apenas durante a sessdo experimental. O eletrodo, por sua vez, foi
confeccionado a partir de um fio de aco inoxidavel flexivel, de 250 um de didmetro, isolado
em toda sua extensdo, exceto nas secc¢des transversas das extremidades. Um segmento
desse fio foi soldado a um pino inoxidavel e colado paralelamente & metade distal de uma

canula-guia, ultrapassando-a em 1 mm. A extremidade proximal do eletrodo foi soldada a
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um pino de ago que juntamente com a extremidade superior da canula-guia constituem os
polos de estimulagcdo. A estimulacdo elétrica do tecido cerebral ocorria a partir da secgéo
transversa distal do eletrodo.

3.5.2. Arena para estimulagao elétrica

A estimulacéo elétrica da SCPd foi realizada em uma arena de acrilico (25,5 cm de
didmetro na base, 40 cm de didmetro na borda e 36 cm de altura), com serragem em seu
assoalho para reproduzir as condicbes da gaiola-viveiro do animal. Uma tela de nylon
disposta na parte superior da cuba impediu que os animais saltassem para fora da area de
teste durante as sessdes de estimulacao elétrica. A tela de nylon possui uma abertura em
seu centro, que permitiu a passagem de um conector elétrico giratério de teflon ligado a dois
canais de saidas. A primeira saida estava ligada a um estimulador, que gerou corrente
senoidal de 60 Hz e corrente constante (Marseillan, 1977). A corrente elétrica aplicada foi
monitorada por meio de um osciloscopio (Pantec — 5205 — 10mHz) ligado em paralelo ao
aparelho estimulador. A segunda saida foi conectada a um cabo flexivel, que se encaixou ao
eletrodo fixado ao cranio do animal, permitindo a passagem de corrente elétrica para a

SCPd. Este aparato permitiu a livre movimentacao do animal na cuba.

3.5.3. Procedimento Experimental

Os animais foram manipulados gentiimente por 10 minutos 48h e 24h antes da
realizacdo do teste comportamental, sendo 5 minutos no colo do administrador e 5 minutos
na caixa de acrilico.

Seis dias apo0s a cirurgia foram iniciadas as sessfes de estimulacéo elétrica visando
a determinacdo do limiar de fuga de cada animal. Primeiramente, o mandril foi retirado da
canula-guia e a seguir, uma simulacdo de microinjecdo foi realizada, a fim de igualar as
condi¢bes experimentais de pré e pds-injecdo de droga. Em seguida, o cabo flexivel foi
conectado ao quimitrodo e o animal foi colocado na cuba por 5 minutos para adaptar-se as
condi¢cbes experimentais. ApOs este tempo, foi iniciada a determinagcdo dos limiares

aversivos, por meio da estimulacdo da SCPd.

3.5.4. Determinacgéo do limiar de fuga basal (pré-droga)

A determinacéo dos limiares de fuga (limiar aversivo) foi iniciada com a apresentacéo

de um estimulo elétrico com intensidade de 20 pA. A corrente elétrica foi monitorada pico-
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pico por meio de um osciloscopio. O tempo de cada estimulo elétrico foi de 10 s, seguidos
de intervalos de 10 s.

Apés cada intervalo, um novo estimulo, 4 yA maior que o precedente, foi aplicado ao
animal, até a obtencdo do comportamento de fuga, caracterizado por saltos e corridas. O
limiar de fuga foi considerado como a menor intensidade de corrente elétrica capaz de
induzir fuga por trés tentativas consecutivas. Caso ndo fosse observada a fuga até a
intensidade de corrente elétrica de 152 pA, o animal era excluido do experimento. Uma vez
determinado o limiar basal, grupos independentes de animais foram utilizados para avaliar o

efeito da administragéo intra-SCPd de drogas.

3.5.5. Determinacéo do limiar de fuga p6s-droga

ApoOs a verificacdo do limiar basal de fuga, os animais foram colocados novamente
na caixa de acrilico por mais 10 min., em seguida foi feita a administracédo das drogas intra-
SCPd e foi aguardado entre 10-20 min. para avaliacdo do limiar pos-droga, dependendo da
droga a ser administrada. O limiar basal pds-droga foi determinado pela passagem de
corrente elétrica, do mesmo modo anteriormente descrito, até que o animal tenha evocado o
comportamento de fuga caracterizado por saltos e corridas.

Quando estes comportamentos foram observados, a aplicacdo de estimulagéo
elétrica na SCPd foi interrompida pelo experimentador. O limiar de fuga pds-droga foi
definido como a menor intensidade de corrente capaz de evocar em trés ensaios sucessivos
o0 comportamento de fuga no animal. Os efeitos da droga foram determinados como a
diferenca entre os limiares basais e pés-droga, um aumento deste valor foi considerado

como um efeito panicolitico.

3.6. TRATAMENTO

3.6.1. Experimento 1: Avaliacdo do efeito de Nor-BNI e 8-OHDPAT na SCPd em

ratos submetidos ao teste da estimulacéo elétrica

Dez minutos ap0s a determinagdo do limiar de fuga basal, foi administrado intra-
SCPd Nor-BNI, o antagonista seletivo k (3,4 nmol e 6,8 nmol/0,2ul/120s) (doses baseadas
em trabalho realizado por OSAKI e col., 2003; ROSS e col., 2009) ou 0 agonista seletivo
para receptores 5-HT;,, 8-OHDPAT (0,8 e 1,6 nmol/0,2ul/120s) (doses baseadas em
estudos preévios realizados por De BORTOLI e col., 2006; RONCON e col., 2013). Apés 20
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min. (Nor-BNI) ou 10 min. (8-OHDPAT) os animais foram submetidos ao teste de
estimulacao elétrica para avaliagédo do limiar p6s-droga.

3.6.2. Experimento 2 : Avaliacdo da associacdo de doses subefetivas de Nor-BNI
e 8-OHDPAT na SCPd de ratos submetidos ao teste da estimulacéo
elétrica

Dez minutos apls a determinacdo do limiar de fuga basal, foi administrado intra-
SCPd Nor-BNI (3,4 nmol/0,2ul/120s), e 10 min. apés foi administrado, intra-SCPd, o 8-
OHDPAT (0,8 nmol/0,2ul/120s) (doses subefetivas confirmadas em nosso laboratério). Apds
outros 10 min., os animais foram submetidos ao teste de estimulacao elétrica para avaliacao

do limiar pos-droga.

3.7. ANALISE HISTOLOGICA

Para verificar a posi¢cdo exata do quimitrodo e da estimulagéo no teste da estimulacao
elétrica, os animais foram anestesiados com tiopental para realizacdo da perfusédo
transcardiaca com solucdo salina, seguida de formol 10%, apdés o término dos
experimentos. Os encéfalos foram retirados e mantidos em formol 10% por no minimo 5
dias. Apos este periodo, foram congelados e entdo foram realizadas secc¢des coronais de 60
pm de espessura, com o auxilio de um micrétomo de congelamento. Os cortes foram
preparados em laminas de microscopia previamente gelatinizadas, e posteriormente foram
corados com vermelho neutro para visualizacdo em microscépio Optico do local das
microinjecBes e da estimulac¢do. SO foram considerados, na andlise estatistica, animais no
gual a agulha de microinjecdo e estimulacdo estavam localizadas exatamente no local
desejado (SCPA).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA de um fator),
seguido pelo teste de comparac¢des multiplas de Duncan, que foi utilizado como andlise pos-
teste. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos para valores de
p=<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DO EFEITO DE NOR-BNI E 8-OHDPAT NA
SCPd EM RATOS SUBMETIDOS AO TESTE DA ESTIMULACAO ELETRICA

A figura 2 ilustra os resultados observados apds a microinjecao de diferentes doses

(3,4 e 6,8 nmol) de Nor-BNI intra-SCPd em ratos submetidos ao teste da estimulacéo
elétrica da SCPd.
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Figura 2: Efeito da microinje¢&o intra-SCPd (0,2 pl/120s) do antagonista especifico k opioide, Nor-BNI (3,4 € 6,8
nmol), sobre a varia¢do do limiar de fuga em ratos submetidos ao teste de estimulagéo elétrica da SCPd. n= 5-
10, *p<0,01 comparado ao grupo salina.

Na analise do limiar de fuga, ANOVA de um fator mostrou efeito significativo [F,1s=
11,64, p<0,01)] e a andlise pos-teste utilizando teste de comparac¢des multiplas de Duncan
mostrou aumento significativo na variacéo do limiar de fuga no tratamento com Nor-BNI 6,8
nmol (p<0,01) quando comparados ao grupo controle, indicando um efeito panicolilico.

Na figura 3, observa-se os resultados obtidos ap6s a microinjecdo de diferentes

doses (0,8 e 1,6 nmol) de 8-OHDPAT intra-SCPd em ratos submetidos ao teste da
estimulacéo elétrica da SCPd.
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E=3 8-OHDPAT 0,8 nmol

E3 8-OHDPAT 1,6 nmol

Figura 3: Efeito da microinjecéo intra-SCPd (0,2 pul/120s) do agonista serotoninérgico 5-HT1a, 8-OHDPAT (0,8 e
1,6 nmol), sobre a variagdo do limiar de fuga em ratos submetidos ao teste de estimulagéo elétrica da SCPd. n=
5-7, *p<0,01 comparado ao grupo salina.

Na analise do limiar de fuga, ANOVA de um fator mostrou efeito significativo [F,14=
6,71, p<0,01)] e a analise poés-teste utilizando teste de comparagdes mdultiplas de Duncan
mostrou aumento significativo na variagdo do limiar de fuga no tratamento com 8-OHDPAT

1,6 nmol (p<0,01) quando comparados ao grupo controle, indicativo de efeito panicolilico.

4.2. EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DA ASSOCIACAO DE DOSES
SUBEFETIVAS DE NOR-BNI E 8-OHDPAT NA SCPd DE RATOS SUBMETIDOS
AO TESTE DA ESTIMULACAO ELETRICA

Na figura 4, observa-se os resultados obtidos ap6s a microinje¢cdo associada de
doses subefetivas de Nor-BNI (3,4 nmol) e 8-OHDPAT (0,8 nmol) intra-SCPd em ratos

submetidos ao teste da estimulacdo elétrica da SCPd.
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Figura 4: Efeito da microinjecéo intra-SCPd (0,2pl/120s) do antagonista especifico k opioide, Nor-BNI (3,4 nmol),
10 min. antes da microinjegdo intra-SCPd do agonista serotoninérgico 5-HT1a, 8-OHDPAT (0,8 nmol), sobre a
variagdo do limiar de fuga em ratos submetidos ao teste de estimulagdo elétrica da SCPd. n= 5-7, *p<0,01

comparado ao grupo salina.

Na analise do limiar de fuga, ANOVA de um fator mostrou efeito significativo [F i 6=
31,07, p<0,01)] e a andlise pds-teste utilizando teste de comparac¢des multiplas de Duncan
mostrou aumento significativo na variagdo do limiar de fuga no tratamento com associagao

de Nor-BNI 3,4 nmol e 8-OHDPAT 0,8 nmol (p<0,01) quando comparados ao grupo controle,

indicativo de efeito panicolilico.
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5. DISCUSSAO

A investigacdo de aspectos modulatorios, exercidos por mecanismos opioides e
serotoninérgicos, tem sido foco de atencdo de pesquisas com o objetivo de esclarecer a
neurotransmissdo que modulam o sistema aversivo no mesencéfalo dorsal
(EICHENBERGER e col., 2002; OSAKI e col., 2003).

Evidéncias mostram que individuos com deficiéncia nos mecanismos
serotoninérgicos e opioide s@o susceptiveis ao aparecimento de ataques de péanico e que a
SCPd assume um papel primordial na regulacdo destes ataques (GRAEFF, 2012).

Porém, estudos ainda sdo necessarios para estabelecer os diferentes tipos de
receptores opioides envolvidos no panico e sua interagcdo com receptores 5-HT;, ha SCPd
(GRAEFF, 2012).

Assim, em continuidade aos estudos conduzidos em nosso laboratério, que avaliam
a interacdo do sistema opioide e 5-HT na SCPd, o presente trabalho foi realizado com o
intuito de verificar a participacéo de receptores k opioides e sua interagdo com receptores 5-
HT.a na SCPd em ratos submetidos ao teste da estimulacao elétrica, um modelo animal
para o estudo da fisiopatologia e do tratamento do transtorno do panico.

Sabe-se que pequenas doses de morfina microinjetadas na SCPd atenuam, de uma
forma dependente da dose, as respostas defensivas obtidas através de estimulacdo elétrica
dessa estrutura (JENCK e col., 1983; 1986; BRANDAO e col., 1985; 1990).

Trabalhos realizados posteriormente mostraram que a administracdo de baixas
doses de morfina na SCPd, causam efeitos antiaversivos, enquanto altas doses de morfina
provocam efeitos pré-aversivos no teste do labirinto em cruz elevado, 0 que sugere
envolvimento de diferentes subtipos de receptores ou de mecanismos de acdo no sistema
aversivo (MOTTA; BRANDAO, 1993).

Os efeitos antiaversivos da morfina parecem ser mediados por mecanismos opioides,
ja que a naloxona, um antagonista opioide ndo seletivo, mas com predominante afinidade
por receptores W, inibiu esse efeito na SCPd. Enquanto que os efeitos pré-aversivos de alta
dose de morfina ndo foram afetados pelo bloqueio de receptores u, mas foram mimetizados
por agonista opioide k. Além disso, Nor-BNI, um antagonista k opioide, inibiu o efeito
ansiogénico produzido pela microinjecéo de altas doses de morfina na SCPd (NOBRE e col.,
2000).

O tratamento com Nor-BNI, intra-SCPd, em ratos submetidos ao teste da
estimulacdo elétrica na SCPd, mostrou aumento do limiar de fuga, indicando um efeito
panicolitico e confirmando que o bloqueio de receptores kK opioides, promove efeitos

antiaversivos.
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Nossos resultados estdo de acordo com estudos previamente realizados, ja que se
tem demonstrado que os efeitos antiaversivos produzidos pela microinjecéao intra-SCPd de
baixas doses de opioides sdo mediados pela ativacdo de receptores | opioides, enquanto
gue os efeitos aversivos de altas doses ocorrem, provavelmente, devido a ativacao de
receptores kK opioides (BECHARA; VAN DER, 1985; MUCHA; HERZ, 1985; BALS-KUBIK e
col., 1989; MOTTA e col, 1995; ANSELONI e col, 1999; NOBRE e col, 2000; SANTE e col.,
2000;).

De acordo com estas evidéncias, resultados mostram que a microinjecao intra-SCPd
de U50488H, um agonista K opioide, produziu efeito ansiogénico em ratos submetidos ao
teste do labirinto em cruz elevado e que este efeito se deve, provavelmente, a ativacdo de
receptores K opioides, ja que foi inibido pelo antagonista Nor-BNI (MOTTA e col., 1995).

No presente estudo também foi realizado a microinjecédo, intra-SCPd de ratos, do
agonista de receptores 5-HT,, 8-OHDPAT, que provocou aumento dos limiares de fuga
determinados pela estimulagéo elétrica da SCPd, mostrando um efeito panicolitico.

Estes resultados confirmam as evidéncias do envolvimento de receptores 5-HT;A na
modulacdo da acdo antiaversiva da 5-HT na SCPd (BEHBEHANI e col., 1993; NOGUEIRA E
GRAEFF, 1995; BECKETT; MARSDEN, 1997).

A 5-HT desempenha um papel inibitério no sistema cerebral aversivo. Varios estudos
tém apontado para um papel antiaversivo da 5-HT na SCPd, através de estudos de efeitos
de microinjecbes de agonistas e antagonistas sobre os limiares aversivos determinados por
estimulacao elétrica dessa regido (SCHUTZ e col., 1985; BECKETT e col., 1992).

Sabe-se que esta modulacdo exercida pela 5-HT sobre o comportamento defensivo
induzido por estimulacao elétrica da SCPd acontece de forma fasica, o que implica em um
controle inibitério somente em presenca do estimulo aversivo ou do estimulo estressante
(GRAEFF e col. 1993; GRAEFF, 2002; 2004; BRANDAO e col., 2003).

Evidencia-se que receptores 5-HT;5 € 5-HT,, medeiam a acéo inibitéria da 5-HT no
comportamento de fuga no teste do LTE (ZANOVELI e col., 2003; SOARES; ZANGROSSI,
2004).

Ja que, a administracédo intra-SCPd do agonista 5-HT;, 8-OHDPAT e BAY-R1532,
bem como de DOI (agonista preferencial 5-HT,a) diminuiu a averséo gerada por estimulagéo
elétrica dessa estrutura. Os efeitos de 8-OHDPAT e BAY-R-1532 foram bloqueados pelo
pré-tratamento intra-SCPd com NAN-190 (antagonista preferencial 5-HT1,). Por outro lado, o
efeito do DOI foi blogueado pela espiperona (antagonista preferencial 5-HT,,). Baseado
nestes resultados, os autores sugeriram gque os receptores 5-HT;, e 5-HT,, atuam de forma
cooperativa na regulacdo das respostas de fuga eliciadas por estimulagdo da SCPd
(POPOVA e col., 1998; JACOB e col., 2002; SCHENBERG e col., 2001).
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Os receptores dos peptideos opioides enddgenos estdo anatomicamente localizados
em posigdes estratégicas para controlar as respostas expressivas de medo e ansiedade,
gue reconhecidamente estdo relacionadas aos transtornos da ansiedade (COLASANTI e
col., 2011).

Pesquisas mostram que peptideos opioides endbégenos, indiretamente estimulam a
liberacdo de 5-HT em &reas cerebrais como amidala, hipocampo, cértex frontal (TAO;
AUERBACH, 1995) e que, diferentes tipos de receptores opioides regulam a liberacdo de 5-
HT pelos ndcleos da rafe (TAO; AUERBACH, 2002), assim, a 5-HT liberada é controlada
pela ativacao de receptores opioides (ZANGEN e col., 1999). Além disso, estudos sugerem
gue a liberacao de opioide enddgenos é também controlada por ativacéo de 5-HT (SAPUN e
col., 1981).

Roncon e colaboradores (2012) evidenciaram que a naloxona, bloqueia os efeitos
panicoliticos produzidos pela fluoxetina, apds tratamento por via intraperitoneal durante 21
dias e apdés sua administragdo intra-SCPd, sugerindo-se que o efeito panicolitico da
fluoxetina é dependente de opioides enddgenos que atuam na SCPd. E ainda, o pré-
tratamento com naloxona, bloqueou o efeito panicolitico produzido pela 5-HT no teste do
LTE, ambos microinjetados intra-SCPd, mostrando que a acéo inibitéria da 5-HT sobre
neurénios localizados na SCPd é mediada por peptideos opioides enddgenos.

Demonstrou-se também que receptores [ opioides interagem com receptores 5-HTa,
ja que CTOP, um antagonista p opioide, antagonizou o efeito anti-fuga do 8-OHDPAT e, a
administracdo combinada de doses subefetivas do agonista 5-HT;» com o agonista p
opioide, DAMGO, aumentaram significativamente a laténcia de fuga no teste do LTE, o qual
indica um efeito panicolitico (RONCON e col., 2013).

Com o proposito de verificar o envolvimento de subtipos de receptores opioides
envolvidos nesta interacdo entre sistema serotoninérgico e opioide na SCPd no TP, o
presente trabalho verificou o efeito da administracdo associada de doses subefetivas do
antagonista especifico Kk opioide, Nor-BNI, com o agonista 5-HT;s, 8-OHDPAT, ambos
injetados intra-SCPd de ratos. Como resultado desta associacdo, obteve-se um aumento do
limiar de fuga no teste da estimulagédo elétrica, indicativo de efeito panicolitico.

Estes resultados mostram que os receptores Kk estdo envolvido na aversido e que
atuam de forma cooperativa com receptores 5-HT;5 na regulagdo de respostas de fuga

eliciadas por estimulacéo elétrica da SCPd.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que o bloqueio de receptores K e a
ativacao de receptores 5-HT;, da SCPd de ratos, através da microinjecdo de Nor-BNI de 8-
OHDPAT, respectivamente, provocaram um efeito panicolitico no teste da estimulagéo
elétrica.

A associacao das doses subefetivas de Nor-BNI e 8-OHDPAT provocaram um efeito
antiaversivo no mesmo teste, sugerindo que existe uma interacdo entre os receptores
opioides k e serotoninérgicos 5-HT15 na regulacdo de respostas de fuga provocadas por

estimulacao elétrica da SCPd.
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