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RESUMO

Este estudo avaliou a habilidade da endotelina-1 (ET-1) em promover
hiperalgesia orofacial ao calor em camundongos e a participa¢do dos
receptores ETo e ETg nesta resposta, através da técnica de injecdo
intraganglionar (i.g.), via forame infraorbital, no ganglio do trigémeo
(GT). Também foi avaliada a participagdo dos receptores de endotelinas
localizados em células do GT na hiperalgesia orofacial ao calor em
camundongos submetidos a constri¢do do nervo infraorbital (CNIO). A
inje¢do i.g. de ET-1 (1 e 3 pmol) induziu hiperalgesia ao calor por até 4
horas apos a administragdo. Esta resposta foi reduzida pela co-injecdo
i.g. do peptideo junto com um antagonista peptidico seletivo de
receptores ET, (BQ-123; 0,5 nmol) ou ETg (BQ-788; 0,5 nmol) por até
2 e 3 horas apds a injecdo, respectivamente. As respostas hiperalgésicas
promovidas pela administragdo i.g. de ET-1 (3 pmol) também foram
reduzidas pela co-inje¢@o i.g. do peptideo com um antagonista seletivo
de receptores NMDA para glutamato (D-AP5; 24 nmol) ou de
receptores para interleucina-1p, IL-1ra (300 ng). A CNIO induziu
hiperalgesia orofacial ao estimulo de calor entre 2 e 10 dias apds a
cirurgia. As respostas hiperalgésicas promovidas por CNIO no 5° dia
apos a cirurgia foram reduzidas pela inje¢do i.g. de BQ-123 ou BQ-788
(0,5 nmol, cada) no GT. O pré-tratamento sistémico por via oral (v.0.)
com o antagonista ndo peptidico dual de receptores ET5 ¢ ETg para
endotelinas, bosentan (100 mg/kg) impediu o desenvolvimento da
hiperalgesia ao calor no 5° dia ap0s a cirurgia. Da mesma forma, os
tratamentos repetidos com bosentan (100 mg/kg; v.0.) nos dia 5, 6 ¢ 7
apos CNIO reduziram a hiperalgesia ao calor entre 0 6° € 9° dia apds a
cirurgia. A CNIO também induziu o aumento na expressdo de GFP por
células satélites gliais do GT no 5° ¢ 10° dia ap0s a cirurgia, porém, esta
alteracdo ndo foi modificada pela administragdo i.g. de BQ-788 (0,5
nmol) no 5° dia apds a cirurgia ou pelos tratamentos repetidos com
bosentan (100 mg/kg; v.o.). Estes resultados demonstram que os
receptores ETA e, principalmente, os ETg presentes em células do GT
estdo envolvidos nos mecanismos nociceptivos operados por ET-1 no
sistema trigeminal e reforcam o fato de que as endotelinas sdo alvos
potencialmente relevantes para o controle da dor neuropatica orofacial
causada pela neuralgia do trigémeo.

Palavras-chave: Endotelinas, Neuralgia do Trig€émeo, Ganglio do
Trigémeo.






ABSTRACT

The present study aimed to investigate the ability of endothelin-1 (ET-1)
to evoke orofacial heat hyperalgesia when injected into the mouse
trigeminal ganglion (TRG) and the roles of ETs and ETg receptors in
this response Furthermore, we sought to characterize the role of the
endothelin receptorsexpressed in TRG cells in modulating the thermal
hyperalgesia induced by the constriction of the infraorbital nerve
(CION) in mice. The intraganglionar (i.g.) injection of ET-1 (1 or3
pmol) into TRG induced heat hyperalgesic responses up to 4 hours after
the administration and these responses were reduced by the i.g. co-
injection of the peptide together with the peptidic selective antagonist of
endothelin ET, (BQ-123; 0.5 nmol) or ETB receptors (BQ-788; 0.5
nmol) up to 2 and 3 hours after the injection, respectively. The
hyperalgesic responses induced by the ET-1 (3 pmol) injection were also
modulated by the i.g. co-injection with the selective NMDA glutamate
receptor antagonist (D-AP5; 24 nmol) or the selective interleukin-1
receptor antagonist, IL-1ra (300 ng). The CION induced orofacial heat
hyperalgesic responses from day 2 up to day 10 after surgery. The heat
hyperalgesia induced by CION on day 5 after the surgery was reduced
by the i.g. injection of BQ-123 or BQ-788 (0.5 nmol each) into the TRG.
Oral treatment with the dual non-peptidic endothelin receptor antagonist,
bosentan (100 mg/kg) on day 5 after CION surgery inhibited the heat
hyperalgesia. Similary, the repeated oral treatment with bosentan (100
mg/kg) on days 5, 6, and 7 after surgery, reduced the heat hyperalgesic
respose induced by CION from day 6 up to day 9. CION also increased
the GFAP expression on satellite glial cells (SGC) of the TRG on days 5
and 10 after the surgery, indicating the enhanced SGC activation, which
was not modified by the i.g. injection of BQ-788 (0.5 nmol) on day 5
after CION or by the repeated systemic treatments with bosentan (100
mg/kg). These findings demonstrate that ET, and ETg receptors
expressed in TRG cells are related to the nociceptive mechanisms
operated by ET-1 in the trigeminal system and confirm previous studies
that suggest that the endothelin system represents a therapeutic target
for the control of trigeminal neuralgia.

Key words: Endothelins, Trigeminal Neuralgia, Trigeminal Ganglion.
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1. INTRODUCAO

1.1. O sistema sensorial trigeminal

Como o proprio nome diz, o nervo trigémeo ¢ formado por trés
grandes ramos, o oftalmico, o mandibular e o maxilar. O ramo oftalmico
inerva testa, palpebra, cérnea, conjuntiva ocular, mucosas sinusais do
frontal, etmoéide, esfendide e dorso do nariz. O ramo maxilar inerva
labio superior, por¢des laterais do nariz, parte da cavidade oral, mucosa
da cavidade nasal, maxilar superior, palato e arcada dental superior. O
ramo mandibular inerva labio inferior, bochechas, queixo, arcada dental
inferior, gengiva, mucosa do maxilar inferior, assoalho da boca e os dois
tercos anteriores da lingua. Enquanto que os dois primeiros ramos sdo
puramente sensoriais, o terceiro ramo ¢ integrado por fibras sensoriais
juntamente com fibras motoras responsaveis pela inervacdo dos
musculos mastigatorios (Usunoff ez al., 1997).

As fibras aferentes primarias que compdem o nervo trig€émeo
apresentam terminagdes nervosas periféricas livres, ou podem estar
associados a estruturas sensoriais especializadas, que detectam estimulos
tacteis indcuos ou proprioceptivos e sdo classificadas de acordo com sua
modalidade sensorial, didmetro ¢ velocidade de condugdo. As fibras Aa
e AP, que representam proprioceptores e receptores mecanicos de baixo
limiar, sdo altamente mielinizadas (6-22 um), de maior calibre e tem a
maior velocidade de condug@o(40-120 m/s). As fibras A, possuem
diametro e velocidade de condugdo intermediarios (1-5 um e 4-30 m/s,
respectivamente), enquanto que as fibras C, as unicas ndo mielinizadas,
apresentam os menores didmetro e velocidade de conducdo (0,3-1,5 um
e 0,5-2 m/s, respectivamente). Estes dois ultimos grupos representam
receptores térmicos e nociceptores, isto €, fibras que sdo ativadas por
estimulos nocivos (Almeida et al., 2004; Dubin et al., 2010).

Os corpos celulares das fibras sensorias trigeminais estdo
localizados no ganglio do trig€émeo (GT), também denominado ganglio
semilunar ou ganglio de Gasser, o qual estd localizado na superficie
cerebral do osso temporal, também denominada cavidade de Meckel
(Marfurt, 1981; Lazarov, 2002; Leclercq et al., 2013). No interior de um
GT tipico hd milhares de neurdnios sensoriais, com grande
heterogeneidade no que diz respeito a espessura das fibras, ao tamanho
dos corpos celulares e a quantidade de mielina envolvendo essas fibras
(Lazarov, 2002).



O componente central do sistema trigeminal ¢ formado pelo
complexo de nucleos sensoriais do trigémeo, o qual pode ser dividido
em nucleo sensorial principal (Sp) e nucleo do trato espinhal (Sp5). Este
ultimo compreende trés subnucleos diferentes: oral (Sp50), interpolar
(Sp5D) e caudal (Sp5C). Dentre os diferentes subnticleos, o caudal € o
mais importante, uma vez que as fibras sensoriais sensiveis a estimulos
nocivos, ou seja, as fibras C e AJd, projetam-se para as laminas I, II, V e
VI deste subnucleo, o que o torna o principal sitio de processamento das
informagdes nociceptivas provenientes da regido orofacial. O subnucleo
caudal se localiza no tronco cerebral e pode se estender até o nivel das
vértebras espinhais C2 e C3(Woda, 2003).

Uma importante particularidade do Sp5C ¢é a presenca de uma
substancia gelatinosa que se assemelha aquela presente no corno
medular posterior, mas estd ausente nos outros subnucleos. Esta
substancia gelatinosa compreende um grupo de interneurdnios
envolvidos na inibicdo da passagem de informagdes nociceptivas
aferentes, e ainda recebe grande parte das terminagdes centrais das fibras
nociceptivas provenientes da regido cranio facial. Além disso, o
subnucleo caudal apresenta a maior concentragio de mediadores
quimicos como, por exemplo, glutamato e substancia P (SP) e de
receptores envolvidos na transmissdo da informagdo nociceptiva, bem
como de mediadores implicados na modula¢do destas informacdes,
como serotonina (5-HT), encefalina e GABA, em comparagdo com os
outros subnucleos. Devido a sua continuidade e semelhanca estrutural
com o corno dorsal da medula espinhal, o subnucleo caudal também ¢
denominado corno dorsal bulbar (Gobel et al., 1981; Sessle, 2000).

Ao nivel do tronco cerebral, a informagdo nociceptiva pode
ainda ser modulada pela ativacdo de diversas estruturas centrais,
incluindo nucleo maior da rafe, substancia cinzenta periaquedutal, area
pré-tectal anterior e area parabraquial (Chiang ef al., 1991; Sessle,
2005).0s neurdnios de segunda ordem que partem dos subntcleos
trigeminais sdo responsaveis por conduzir a informagao nociceptiva até
os diferentes nucleos do tdlamo, sistema limbico e cortex frontal [para
revisdo ver: (Sessle, 2005; Sessle, 2011)].

1.2. A neuralgia do trigémeo

Os estudos epidemioldgicos sobre a neuralgia do trig€meo (NT)
sdo escassos e nao refletem a prevaléncia e a incidéncia da doenga na
populacdo mundial. Os primeiros dados surgiram em 1968 e apontavam
que 107,5 por milhdo de homens e 202,2 por milhdo de mulheres eram



afetados pela doenca (Penman, 1968). Apesar de pesquisas mais
recentes, realizadas no continente europeu, ainda apontarem a NT como
uma patologia de baixa prevaléncia, pois apenas 27 pessoas em 100.000
sofriam com a doenca, a NT é considerada a forma mais comum de
neuropatia cranio facial (Dieleman et al., 2008; Koopman et al., 2009).

A NT ¢ incomum antes dos 40 anos de idade, ocorrendo com
maior frequéncia em idosos entre 60 e 70 anos e afeta mais mulheres do
que homens, sendo a rela¢do 2:1(Dieleman et al., 2008; Koopman et al.,
2009).

Apesar de ser uma doenga de pouca prevaléncia, esta condigdo
pode ser considerada a causa de dor mais severa que uma pessoa possa
experimentar. A drastica diminuicdo na qualidade de vida dos
portadores de NT traz como consequéncia a ansiedade e a depressio,
comorbidades comuns da doenga ¢ que, em alguns casos, levam ao
suicidio (Carlson, 2008; Macianskyte et al., 2011).

1.3. A dor na neuralgia do trigémeo - Que dor ¢ essa?

“A neuralgia do trigémeo é um assassino invisivel que deita e levanta
comigo e até fala comigo. Quando a dor me deixa surrada na cama
vem a voz da doenca dizendo: se mata, so a morte te livra disso. E
como a Fénix me levanto da cama de cinzas, levanto do que restou de
mim. A Fénix ressurgida me diz: Passou a crise? Agora volte a viver
até a proxima morte”

http://www.neuralgia-do-trigemeo.com

Através do relato acima se percebe como a dor causada pela NT
¢ impiedosa e capaz de destruir a vida de uma pessoa, € € por esse
motivo que a doenga tornou-se conhecida como a desordem do suicidio.

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP),
define a dor como “uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel associada com uma lesdo tecidual real ou potencial, ou
descrita em termos de tal lesdo”. Esta defini¢do considera que os fatores
emocionais, culturais e cognitivos individuais, podem influenciar a
percepgao de dor, ou seja, o "sentir dor “ ¢ um fendmeno subjetivo.
Associando esta definicdo ao contexto da dor provocada pela NT e
considerando sua severidade ¢ as caracteristicas de sua ocorréncia, fica
evidente como os fatores emocionais podem influenciar ndo s6 na
percep¢do da dor, mas também no modo como cada individuo que sofre
com a NT interpreta a sua condigao.



A Sociedade Internacional de Cefaléia (Internacional Headache
Society - IHS) descreve a NT como uma condi¢do intensamente dolorosa
que, geralmente, acomete apenas um dos lados da face. A sua
sintomatologia ¢ caracterizada pela ocorréncia de ataques de dor
lancinante e stbita, paroxisticos e recorrentes, do tipo choque (Headache
Classification Committee of the International Headache, 2013). Os
ataques de dor sdo abruptos e costumam persistir por 1 a 2 minutos. Nos
casos mais severos, os episodios de dor sdo tipicamente acompanhados
por contragdo involuntaria ou espasmos musculares da regido afetada,
inicialmente descritos por Nicolaus André (1756) como “fic
douloureux” (“tics dolorosos”) (Nurmikko et al., 2001; Kumar et al.,
2013).

Os estimulos responsaveis por desencadear os ataques de dor
sdo geralmente indcuos, como por exemplo, o leve toque da face, a
escovagdo dos dentes, a ativacdo dos musculos mastigatorios e faciais
durante afala e a alimentacdo, entre outros. Cada episdédio de dor ¢
seguido por um periodo refratario que pode durar de alguns segundos até
varios minutos. Quando os episddios de dor tornam-se muito frequentes,
os individuos com NT ficam incapacitados de realizar suas atividades
diarias, e evitam até mesmo alimentar-se ¢ comunicar-se temendo
desencadear uma nova crise, o que diminui consideravelmente a sua
qualidade de vida [para revisdo ver : (Sessle, 2005; Kumar et al., 2013;
Leclercq et al., 2013)].

A NT ¢ geralmente causada por lesdo ou disfuncdo em
neurdnios periféricos do nervo trigémeo, o V par de nervos cranianos,
que ¢ responsavel por fornecer a inervagdo somato-sensorial a cabeca e
face. Os episddios de dor normalmente sdo desencadeados por
estimulacdo de areas especificas (trigger points ou zonas de gatilho),
geralmente localizadas no territério inervado pelo trigémeo. A maioria
dos casos de NT sdo causados pela compressdo vascular de um dos
ramos do nervo trig€meo na altura da ponte, sendo classificados como
NT classica [para revisdo ver: (Nurmikko et al., 2001; Sessle, 2005;
Headache Classification Committee of the International Headache,
2013; Leclercq et al., 2013)].

1.4. Mecanismos fisiopatologicos da neuralgia do trigémeo

A lesdo ou disfungdo de estruturas centrais ou periféricas do sistema
nervoso pode resultar em dor neuropatica, a qual se caracteriza por dor
espontanea, provocada por estimulos normalmente indcuos (alodinia) ou
por uma sensibilidade exacerbada a estimulos nocivos ou ndo nocivos



(hiperalgesia) (Loeser et al., 2008). Conforme comentado anteriormente,
a maioria dos casos de NT ocorrem devido a lesdo ou disfuncdo em um
dos ramos do nervo trig€meo o que caracteriza a doenca como uma
neuropatia craniofacial (IHS, 2013).

Sabe-se que o processo de desmielinizagdo provocado pela
compressdo do nervo, pode alterar a expressdo de canais de sodio e de
potassio em neuronios periféricos e centrais. Ja foi demonstrado que os
canais de potassio dependentes de voltagem (K,) ou canais de potassio
de ampla condutancia ativados por calcio (BK,) possuem sua expressao
reduzida apds lesdo de neurdnios aferentes trigeminais e isso parece
contribuir de forma significativa para o aumento da hiperexcitabilidade
neuronal, observado em diferentes modelos experimentais de neuralgia
do trigémeo (Takeda et al., 2011; Liu et al., 2015). Por outro lado, a
expressdao de canais de sodio dependentes de voltagem expressos no
SNC e periférico encontra-se aumentada apods a lesdo de nervos ou a
axotomia. Dentre os intimeros tipos de canais de so6dio dependentes de
voltagem, os sensiveis a tetrodotoxina, Nav 1.3, Nav 1.7 ¢ Nav 1.8 sdo
de particular interesse. Estes canais sdo encontrados principalmente em
fibras aferentes primarias de pequeno didmetro e parecem ser o0s
principais responsaveis pela geracdo dos disparos ectopicos, que
contribuem a dor espontanea e a sensibilizagcdo de neurdnios periféricos
e do sistema nervoso central [para revisdo ver: (Woolf, 1983; Ro et al.,
2005)]. Ja foi demonstrado que individuos portadores de NT apresentam
uma maior expressio de canais Navl.3 no tecido gengival
correspondente a regido orofacial acometida pela patologia (Siqueira et
al., 2009).

Além dos canais i6nicos, outros tipos de proteinas também tém sua
expressdo modificada apdés a lesdo de um nervo [para revisdo ver:
(Woolf, 2004)]. Um dos receptores que tem seu padrdo de expressio
alterado apds lesdo de neurdnios trigeminais é o TRPV1. Este receptor é
um canal de cation ndo seletivo, expresso por neurdnios sensoriais de
pequeno diametro, que pertence a familia de receptores TRP, ¢ ativado
por capsaicina, (ingrediente pungente da pimenta vermelha), calor
(>43°C), protons, alguns endocanabinoides e produtos da lipoxigenase
[para revisdo ver: (Julius, 2013)]. O aumento na expressao os receptores
TRPV1, bem como sua ativagdo tém sido implicados no
desenvolvimento e na manutengdo da hieperalgesia orofacial a
estimulacdo por calor associada a modelos animais de neuralgia
trigeminal (Urano et al., 2012; Zakir et al., 2012; Cruz et al., 2014).

Ademais, algumas teorias para explicar a causa da neuralgia do
trigémeo foram propostas. Estudos consideram que a desmielinizagao de



fibras AP trigeminais pode gerar atividade ectopica nas mesmas, que se
conectam com neurdnios de limiar dindmico amplo no niucleo do trato
espinhal. Tal modificagdo promove uma ativacdo em alta freqii€ncia
destes neurdnios, os quais normalmente transmitem as informacgdes
geradas nos receptores mecanicos de baixo limiar, que passam a ser
codificadas como informagdes nociceptivas. Este seria um dos
mecanismos que contribui para o desenvolvimento da hiperalgesia a
estimulos indcuos mecanicos, um dos sintomas comumente observados
em pacientes com neuralgia do trigémeo (Calvin et al., 1977; Truini et
al., 2005).

Devor e colaboradores (2002) propuseram a teoria da ignigao, a qual
¢ baseada em recentes avangos na compreensdo do comportamento
elétrico anormal em neurdnios aferentes trigeminais, lesionados pela
compressdo das raizes nervosas do trigémeo, e novas observagdes
histopatologicas de bidpsias de pacientes com neuralgia do trigémeo,
que sdo submetidos a cirurgia de descompressdo microvascular. De
acordo com esta hipdtese, a NT resulta de anormalidades especificas no
aferentes trigeminais na raiz ou GT. A lesdo aumenta a excitabilidade
dos axdnios do neurdnios trigeminais, 0 que consequentemente da
origem aos ataques paroxistico, que explica os principais sinais e
sintomas de neuralgia do trig€émeo (Devor et al., 2002).

Por outro lado, a teoria das projecdes convergentes admite que
impulsos continuos e recorrentes, provenientes de fibras aferentes que
inervam a cabega e a nuca, convergem no subnucleo caudal induzindo a
liberagdo de neurotransmissores e substancias vasoativas nesta regido, o
que promove a ativagdo de neurdnios de segunda ordem, os quais
transmitem sinais nociceptivos para regides como tdlamo, sistema
limbico e cortex somato-sensorial que interpretam a informagdo
nociceptiva como dor [para revis@o ver : (Montano et al., 2015)].

Uma outra hipdtese para a causa da neuralgia do trig€meo foi
proposta através da teoria da biorressonancia. Esta teoria considera que
quando a frequéncia de vibragdo de estruturas localizadas ao redor do
trigémeo torna-se proxima da frequéncia natural do nervo, a ressonancia
do mesmo ocorre. Desta forma, a biorressonancia pode causar lesdes nos
neurdnios trigeminais e assim conduzir a uma transmissdo anormal do
impulsos nervoso que pode resultar em dor orofacial (Jia et al., 2010).

Na tentativa de melhor compreender os mecanismo
fisiopatologico envolvidos na neuralgia do trig€meo, bem como
identificar potenciais alvos terapéuticos efetivos, alguns modelos
experimentais foram padronizados e avaliados em animais. A constri¢do
do nervo infraorbital em ¢ um dos modelos animais utilizados para o



estudo da neuralgia do trigémeo. Este nervo ¢ predominantemente
sensorial, corresponde a quase toda divisdo maxilar do trig€meo e ¢é
formado por 18 a 25 feixes nervosos, os quais contém aproximadamente
20.000 fibras mielinizadas (60%) e 13.000 fibras ndo mielinizadas
(40%) (Golden et al.,, 1993). Estudos prévios demonstraram que
camundongos ¢ ratos submetidos a constricio do nervo infraorbital
desenvolvem hiperalgesia a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos
(Vos et al., 1994; Anderson et al., 2003; Luiz et al., 2010). Ademais,
foram padronizados dois outros modelos de neuralgia do trigémeo em
camundongos, que consistem na ligagdo parcial do nervo infraorbital
(Xu et al., 2008) e na ligagdo total do nervo mental (Seino et al., 2009).
Em ambos os estudos, os animais apresentam hiperalgesia mecanica
persistente.

1.5. Tratamento da neuralgia do trigémeo

Atualmente, o tratamento farmacologico da NT é comumente
baseado no uso de farmacos anticonvulsivantes e a escolha da melhor
indicacdo terapéutica é, geralmente, embasada por evidéncias clinicas
sobre nivel de efetividade de cada tratamento. A carbamazepina € o
farmaco de primeira escolha, uma vez que estudos clinicos demonstram
que a sua utilizacdo ¢ efetiva em 60 a 80% dos casos de NT. No entanto,
sabe-se que o uso prolongado do farmaco estd associado com reacdes
adversas que incluem sonoléncia, sedacdo, desconforto gastro-intestinal
e hepatotoxicidade, com recorréncia dos sintomas em até 50% dos
pacientes. Além disso, a carbamazepina também atua como um indutor
de enzima hepaticas. Ainda, ha possibilidade da ocorréncia de efeitos
colaterais mais graves, como agranulocitose e anemia aplasica [para
revisdo ver: (Cruccu et al., 2008; Di Stefano et al., 2014)].

Estudos clinicos também demonstram que o tratamento com o
analogo cetdnico da carbamazepina, a oxcarbazepina, parece ser efetivo
em até 50% dos casos de NT. Além de possuir menor interacio com
outras drogas o farmaco parece ser melhor tolerado pelo pacientes.
Outro anticonvulsivante empregado no tratamento da NT ¢ a
lamotrigina. No entanto, os dados clinicos que embasam a sua indica¢ao
sdo menos consistentes [para revisdo ver: (Cruccu et al, 2008; Di
Stefano et al., 2014)].

Os efeitos analgésicos da carbamazepina, oxcarbazepina e
lamotrigina parecem ser decorrentes do bloqueio da geracdo de
potenciais de acdo em alta freqiiéncia, 0 mesmo mecanismo envolvido
nos seus efeitos anti-epilépticos. Os alvos para acgdo destes



anticonvulsivantes na dor neuropatica sdo os canais de sdédio, cuja
expressao e distribuicdo alteradas geram a hiperexcitabilidade das fibras
aferentes primarias lesionadas (Rogawski et al., 2004).

Além dos anticonvulsivantes, o baclofeno, um agonista de
receptores GABAg tem sido utilizado para tratar a NT (Zhang et al.,
2013). O baclofeno atua em receptores GABAjg localizados nas
terminagdes pré-sindpticas centrais das fibras aferentes primarias
inibindo a liberagdo de glutamato, SP ¢ CGRP por estas fibras,
prevenindo, desta forma, a ativagdo de neurOnios nociceptivos de
segunda ordem (Price et al., 1984; Landry et al., 2009).

Ademais, uma outra terapia vem sendo utilizada no tratamento
da dor causada pela NT, a Toxina Botulinica do tipo A (BTX-A).
Estudos mostram que a administragdo de pequenas quantidades de BTX-
A em regides, como o arco zigomadtico, ¢ suficiente para promover o
alivio dor, em individuos com NT (Wu et al., 2012; Zhang et al., 2014).

Para pacientes com NT que sejam intolerantes ou refratarios a
terapéutica medicamentosa, existe ainda opgdo de tratamento através de
intervencdes cirdrgicas, as quais podem ser percutaneas ou abertas
(Cruccu et al., 2008; Krafft, 2008). As técnicas percutdneas sio menos
invasivas e consistem em compressio por baldo, rizotomia por
radiofrequéncia ou por glicerol, ou radiocirurgia estereotdxica com raios
gama. Apesar de causarem poucos efeitos colaterais, essas técnicas
promovem perda da sensibilidade em grande parte dos pacientes, uma
vez que o alivio da dor é promovido através de lesGes provocadas no
nervo, que acabam induzindo uma sensacdo de dorméncia (Cruccu et al.,
2008; Krafft, 2008).

O procedimento cirurgico aberto compreende a descompressao
microvascular, a qual envolve a exploragdo da fossa craniana posterior.
Dentre todas as técnicas cirargicas citadas até agora, a descompressio
microvascular é a unica capaz de reduzir a sensagdo de dor sem
provocar dano neural, além de promover um alivio mais duradouro que
as técnicas percutaneas. No entanto, por ser um procedimento aberto,
oferece um maior risco de complicagdes graves, como meningite e
morte (Ong e Keng, 2003; Cruccu et al., 2008 ).

1.6. O envolvimento das células gliais na dor neuropatica trigeminal

Tem sido proposto que a interacdo entre células gliais e
neurdnios no subnucleo caudal do trigémeo ¢ um elemento fundamental
no desenvolvimento da dor neuropdtica trigeminal e na sua manutengao.
A maior parte dos estudos a respeito deste tema implica, os astrocitos e



a microglia como as principais células gliais envolvidas neste processo
[para revisdo ver:(Chiang et al., 2011)].

Em condi¢des normais, ambos os tipos celulares desempenham
fungdes importantes para manter a homeostase das atividades neuronais.
Porém, apos dano neuronal, estas células tornam-se ativadas, sofrendo
diversas alteracdes funcionais e morfologica como, por exemplo, o
aumento de calcio intracelular e a fosforilagdo das proteinas quinases
ativadas, entre outras. Todas essas alteracdes levam a um aumento na
liberagdo mediadores pro-inflamatérios gliais, como por exemplo, fator
de crescimento neural derivado do cérebro (BDNF), fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a), interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), entre
outros, que irdo interagir ndo s6 com neurdnios, mas também com
ambas as células gliais podendo levar ao desenvolvimento de um quadro
de dor [para revisdo ver: (Ji et al., 2013)].

Em modelos animais de neuralgia do trig€meo, a ativagdo de
astrocitos e da microglia no subnucleo caudal do trigémeo parece estar
diretamente relacionada com o processo de sensibilizagdo dos neurdnios
trigeminais que leva ao desenvolvimento de hiperalgesia orofacial.
Estudos demonstraram que a lesdo em neurdnios aferentes primarios
trigeminais induz um aumento na ativagdo de astrocitos e microglia no
subnucleo caudal (Sp5C), e que estes estariam envolvidos no
desenvolvimento da hiperalgesia orofacial, bem como no aumento da
excitabilidade de neurdnios desta regido (Piao et al., 2006; Okada-
Ogawa et al., 2009).

Todavia, ainda que os astrocitos e microglia tenham se tornado o
principal foco de estudo neste tema, outros trabalhos realizados nesta
area apontam também a comunicagdo pardcrina entre células satélites
gliais (CSG) com neurénios nos ganglios sensoriais, como um
importante mecanismo para as alteracdes na excitabilidade neuronal que
acontecem na dor neuropatica [para revisdo ver: (Takeda et al., 2009)].

Conforme comentado anteriormente, a exemplo do ganglio da raiz
dorsal (GRD), o GT ¢é formado por corpos celulares dos neurdnios
aferentes primarios que transmitem informagdes sensoriais da periferia
para o SNC (Aldskogius et al., 1986; Lazarov, 2002). Nos ganglios
sensoriais, o corpo celular de cada neurénio, geralmente, é circundado
por 2 ou 3 CSG, formando unidades funcionais distintas. As CSG
possuem morfologia laminar e a sua disposi¢do ao redor dos corpos
celulares lhes confere uma caracteristica denominada "envelope”. As
células estdo localizadas a cerca de 20 nm de distdncia do soma,
existindo, obviamente, uma razao para tal proximidade. Apesar das CSG
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possuirem morfologia diferente dos astrocitos, elas compartilham
algumas de suas caracteristicas e fung¢des como, por exemplo, o
transporte e metabolismo de glutamato e glicose e sdo importantes na
manutengdo do equilibrio idnico local (Pannese, 1981).

Diferente do SNC, os ganglios sensoriais ndo possuem sinapses.
Desta forma, a comunicagdo neuronal ganglionar ocorre de forma
paracrina, através de mediadores, neurotransmissores e ions liberados
pelo soma dos neurdnios e ou pelas CSG [para revisdo ver: (Hanani,
2005; Takeda et al., 2009)]. Estudos demonstraram que, quando os
axoOnios dos neurdnios sensoriais periféricos trigeminais sdo lesados,
ocorre liberagdo de fons K' no espago extracelular intraganglionar, que é
determinante para o aumento da excitabilidade neuronal, a qual, por sua
vez, € primariamente regulada por canais de potassio do tipo (Kir.4.1) e
(SK3) presentes, exclusivamente, nas CSG (Devor et al., 1990; Cherkas
et al., 2004; Vit et al., 2006).

Ainda, o estudo realizado por Vit e colaboradores (2006) também
demonstrou que a redugdo da proteina conexina 43 (Cx43), encontrada
somente em CSG, esta relacionada com o desenvolvimento de
comportamento nociceptivo orofacial em ratos. Esta proteina, ¢
responsavel por formar as jungdes comunicantes que interligam as CSG
e sdo essenciais para a redistribuigdo de ions K entre elas (Huang et al.,
2005).

Além das proteinas citadas anteriormente, as CSG também
expressam receptores para CGRP (RAMP1), SP (NK1), ATP (P,X,) e
endotelinas (ETg) que, quando estimulados promovem a ativagdo das
CSG do GT (Matsuka et al., 2001; Takeda et al., 2005; Li et al., 2008;
Feldman-Goriachnik ef al., 2011). Ademais, estudos tem demonstrado
que, quando ativadas, as CSG podem liberar prostaglandinas e citocinas
inflamatoérias como IL-1f e TNF-oque, por sensibilizarem os
nociceptores trigeminais, causam hiperalgesia orofacial, como
demonstrado na Figura 1 (Takeda ef al., 20052a;2005b;2007;2008).
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Figura 1:Ativaciio da célula satélite glial ap6s dano neural. Apos a lesdo dos
neurdnios aferentes primarios, ocorre aumento do influxo de célcio, que induz a
liberagdo de CGRP,SP, e ATP ¢ glutamato (GLUT) pelos neurdénios dos géanglios
sensoriais. Esses mediadores agem em seus respectivos receptores localizados nas
células satélites gliais (CSG), ativando-as. As CSG passam a liberar citocinas pro-
inflamatoérias, como IL-1f, TNFa e prostaglandina E,, que ativam seus receptores
localizados nos neurdnios, promovendo a despolarizagdo neuronal e consequente
aumento da sua excitabilidade.

1.7. O sistema endotelinérgico

As endotelinas (ETs) constituem uma familia de peptideos com,
aproximadamente, 27 anos de historia. A endotelina-1 (ET-1) é o
representante mais importante desta familia, que também inclui a ET-2 e
a ET-3, todas constituidas por 21 aminoacidos. Os peptideos foram
descobertos e clonados por Yanagisawa e colaboradores (1988) e Inoue
e colaboradores (1989). Desde entdo, inumeros estudos tem
demonstrado que as ETs produzem efeitos variados em multiplos tecidos
e sistemas.

Embora as células endoteliais vasculares sejam a principal fonte
de ET-1, os genes que codificam os trés peptideos sdo expressos, em
graus variados, por uma ampla variedade de células incluindo, midcitos
cardiacos, células musculares lisas vasculares, intestinais e tubulares
renais, gliais, pituitaria, macroéfagos, mastocitos, linfocitos e neurdnios,
entre outras (Kedzierski et al., 2001).

A sintese da ET-1 ocorre a partir de um polipeptideo com
aproximadamente 212 aminoacidos denominado pré-pro-endotelina-1, o
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qual ¢ clivado por convertases ou peptidases dando origem a big-
endotelina-1, um peptideo que pode conter de 37 a 41 aminoécidos,
dependendo da espécie. O segundo passo para a sintese da ET-1 ¢ a
clivagem da Dbig-endotelina-1 por endopeptidases especificas,
denominadas enzimas conversoras de endotelina (ECE), sendo
conhecidas pelo menos duas isoformas, ECE; ¢ ECE,. De forma
semelhante, ocorre a sintese de ET-2 ¢ ET-3 a partir de polipeptideos
denominados pré-pro-ET-2 e pré-pro-ET-3, os quais sdo clivados por
convertases ou peptidases em big-ET-2 e big-ET-3, que ap6s sofrerem a
acdo da ECE dao origem a ET-2 e ET-3, respectivamente (Nussdorfer et
al., 1999).

Em mamiferos, as agdes das endotelinas sdo mediadas através
de dois receptores especificos, denominados ETA e ETg, os quais foram
clonados ha 25 anos atras por Arai e colaboradores (1990) ¢ o por
Sakurai e colaboradores (1990), respectivamente. Ambos os receptores
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Os
receptores ET, acoplam-se principalmente a Gqi1 € Gqi213ja, os ETsg,
estdo acoplados a Gy, € Gg11 (Rashid et al., 2004). Enquanto o receptor
ETx apresenta maior afinidade pelas isoformas ET-1 e ET-2 do que pela
ET-3 o receptor ETg possui afinidade semelhante pelas trés isoformas
(Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990; Sakamoto et al., 1991). As agdes
de ambos os receptores sdo mediadas através da ativacdo da enzima
fosfolipase C, a qual por sua vez, induz a formagdo de trifosfato de
inositol e diacilglicerol, causando a mobilizagdo de célcio intracelular e
posterior ativagdo de vias que podem ou ndo envolver a participagdo da
proteina quinase C (PKC) (Masaki et al., 1999; Zhou et al., 2002).

A ligagdo da ET-1 aos seus receptores ¢ considerada
praticamente irreversivel, mas, apds a ligacdo com o peptideo, tanto os
receptores ET, quanto os ETg s@o rapidamente internalizados. Os
receptores ET, sdo reciclados e retornam a superficie da membrana.
Este processo contribui, por exemplo, para sua capacidade de induzir
respostas contrateis de longa duracdo em vasos sanguineos. Por outro
lado, os receptores ETg sdo encaminhados para os lisossomos, onde sdo
degradados e, este processo ¢ importante para a fungdo de depuracdo da
ET-1 circulante desempenhada por este receptor (Bremnes et al., 2000).

Experimentalmente, os receptores ET, sdo bloqueados
seletivamente por antagonistas peptidicos, como o BQ-123, ou nio
peptidicos, como o atrasentan, entre outros. Ja os receptores ETg sdo
ativados seletivamente por agonistas como a sarafotoxina S6c, a
[Ala"*'"'5] ET-1, 0 BQ-3020 ¢ 0 IRL-1620, ¢ seletivamente bloqueados
por antagonistas peptidicos, como o BQ-788, ou ndo peptidicos, como o
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A-192621, IRL- 2500 entre outros (Masaki et al., 1999; Davenport et
al., 2006; Maguire et al., 2014).

As endotelinas tornaram-se especialmente conhecidas devido
aos seus efeitos vasoativos. Porém, com o passar dos anos descobriu-se
que as ETs sdo fundamentais ndo s6 para manutencdo de fungdes
fisiologicas importantes, mas também estdo envolvidas no
desenvolvimento de alguns processos patologicos, como por exemplo:
faléncia renal congestiva, hipertensdo, sepse, asma, faléncia renal e
neoplasia (Rubanyi et al., 1994; Giannessi et al., 2001; Lalich et al.,
2007). Estas descobertas incentivaram o desenvolvimento de
antagonistas de receptores de endotelinas que, atualmente, estdo
aprovados para uso clinico.

O bosentan (Tracleer®) ¢ um antagonista dual (ou misto) de
receptores ET, e ETg de uso oral, que foi introduzido na clinica para o
tratamento da hipertensdo pulmonar e representa um dos maiores
avancos na terapia desta condigdo que anteriormente era realizada,
essencialmente, com andlogos da prostaciclina (Ichimura et al.,
2011).Recentemente, o macitentan (Opsumit®), também antagonista
dual de receptores ETA/ETg de uso oral, passou a representar a nova
geracdo de antagonistas de ETs aprovado para tratamento da hipertensdo
pulmonar. O farmaco foi desenvolvido a partir da estrutura molecular do
bosentan, porém, possui maior eficacia e tolerabilidade [para revisdo
ver: (Maguire et al., 2014)].

Além do controle da hipertensdo pulmonar o bosentan também
demonstra eficacia para tratar ulceragdes digitais em pacientes com
Sindrome de Raynaud primaria ou decorrente de esclerose multipla.
Nestes casos, o tratamento reduz o surgimento de novas lesdes e reduz a
dor associada a condig¢do (Steen et al., 2009; Ichimura et al., 2011;
O'Callaghan et al., 2011).

1.8. Endotelinas e a nocicepcio

A primeira evidéncia de que as endotelinas possuiam
caracteristicas algicas foi apresentada por Ferreira e colaboradores em
(1989). Neste estudo, foi demonstrado que a administragdo de ET-1
induzia contor¢des abdominais em camundongos, hiperalgesia mecanica
em ratos, incapacitacdo articular em cfes, e sensacdo de prurido e
hiperalgesia mecénica no antebragco de humanos. Também em humanos,
Dahlof e colaboradores (1990) demonstraram que a infusdo de ET-1 na
artéria braquial causava dor profunda e hiperalgesia mecénica no
antebraco.
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Apbs estas descobertas, varios trabalhos subsequentes
evidenciaram que as endotelinas s3o ndo so6 potentes peptideos
vasoativos, mas também algogénicos enddgenos importantes na
modulacdo da nocicep¢do. Assim, o sistema endotelinérgico emergiu
como um potencial alvo terapéutico para o tratamento da dor crénica
(para revisdo ver: (Smith ez al., 2014).

Os receptores de ETs estdo distribuidos nas diferentes estruturas
que compdem as vias de transmissdo da nocicepgdo. Os receptores ET,
estdo localizados em fibras aferentes primarias de pequeno, médio e
grande calibres, no GRD e neurénios e células da glia (Vigne et al.,
1993; Stanimirovic et al., 1994; De Oliveira et al., 1995; Lysko et al.,
1995). Os receptores ETg também sdo encontrados, no DRG, em células
satélites gliais e células de Schwann que revestem neurdnios
mielinizados, mas ndo nos neurdnios propriamente (Pomonis et al.,
2001; Berti-Mattera et al., 2006; Chichorro et al., 2010). A razdo de
receptores ETA/ETg no DRG ¢ de 3:2 (Plant et al., 2007).

Um dos mecanismos pelos quais a ET-1 induz respostas
nociceptivas esta relacionado a um aumento da ativagdo de canais de
sodio dependentes de voltagem e resistentes a tetrodotoxina. Este
mecanismo parece ser mediado por receptores ETA (Zhou et al., 2002).
Ja, a ativag@o de receptores ETgpor ET-1 induz aumento dos niveis de
AMPc e ativagdo de proteina quinase C, e estes mecanismos parecem
estar envolvidos na hiperalgesia mecanica induzida pelo peptideo em
ratos (da Cunha et al., 2004). Ainda, a hiperalgesia mecanica
desencadeada pela ET-1 na pata posterior de ratos depende, de maneira
significativa, de vias de sinalizacdo envolvendo, entre outras, as
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) p38, ERK1/2 e
INK (Motta et al., 2006).

A administragdo de ET-1 em roedores parece estar associada a
evocacgdo de comportamento nociceptivo espontaneo. A injecdo de ET-1
na pata de ratos ¢ capaz de induzir comportamento nociceptivo que
parece ser mediado pela ativacdo de receptores ET, (Piovezan et al.,
2000). Por outro lado, alguns estudos demonstraram que altas doses de
ET-1 podem estar relacionadas a efeitos anti-nociceptivos e anti-
hiperalgésicos. Esta acdo parece ocorrer via ativagdo de receptores ETg
em ratos e camundongos (Piovezan et al., 2000; Khodorova et al.,
2002).

O efeito resultante da ativacdo de receptores ETg sobre as
respostas nociceptivas € atribuido a um mecanismo dependente de
opidides, o qual envolve a liberagdo de beta-endorfina a partir de
queratinocitos (Khodorova et al., 2003). Corroborando esses achados,
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Gomes e colaboradores (2012) demonstraram que a inje¢ao intradérmica
de ET-1 na bochecha de camundongos induziu comportamento
nociceptivo e pruritoceptivo, os quais foram potencializados pelo
bloqueio seletivo de receptores ETg. O estudo ainda mostrou que ambos
os comportamentos evocados foram revertidos pela co-inje¢do do
peptideo com um agonista seletivo de receptores u-opidide (Gomes et
al., 2012).

Baamonde e colaboradores (2004) demonstraram que ambos 0s
receptores, ET, e ETp medeiam a hiperalgesia mecéanica induzida por
carragenina ou por adjuvante completo de Freund (CFA) em ratos, mas
apenas os receptores ET, parecem estar envolvidos com a hiperalgesia
térmica. Porém, também foi demonstrado que a hiperalgesia térmica
promovida por ET-1 pode ocorrer de forma similar em animais nocautes
condicionados para receptores ETo e em animais do tipo selvagens,
sugerindo que as respostas hiperalgésicas evocadas pelo peptideo podem
ocorrer independente destes receptores. Por outro lado, a dele¢do de ETx
demonstrou reduzir significativamente o comportamento nociceptivo
evocado por capsaicina, implicando a participacdo dos receptores
vaniloides de potencial transitério 1 (TRPV1) na hiperalgesia térmica
induzida por ET-1(Stosser et al., 2010). Os receptores TRPV1, foram
encontrados co-localizados com receptores ET5 no GRD, corroborando
o fato de que a ET-1 potencializa as correntes geradas de capasaicina
via ETx e, essa agdo, parece ser mediada pela ativagdo da proteina
quinase Ce (Plant et al., 2006).

Estudos realizados em humanos reforcam o potencial
hiperalgésico da ET-1.Quando administrada por via intradérmica, baixas
doses (12,5 - 50 ug) de ET-1 causam coceira intensa, eritema,
hiperalgesia mecanica a estimulo frio por até 2 horas. Este efeito parece
estar relacionado a sensibilizacdo de fibras C (Hans et al., 2007; Namer
et al., 2008).

As ETs e seus receptores também tém sido implicados no
desenvolvimento e na manutengdo de respostas nociceptivas associadas
a modelos animais de dor neuropatica. Estudos mostraram que a lesdo
unilateral do nervo ciatico de ratos, foi capaz de potencializar a resposta
nociceptiva induzida pela inje¢do intraplantar de ET-1. Esse efeito foi
revertido pelo bloqueio seletivo de receptores ET4, mas ndo de ETg.
Ainda, a lesdo também parece elevar a expressdo do RNAm para ET-1 e
de ambos os receptores nos nervos espinhais (Klass et al., 2005; Werner
et al.,2010).
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1.9. O sistema endotelinérgico e a dor neuropatica trigeminal

A presenga das endotelinas no sistema trigeminal foi descrita
pela primeira vez por Milner e colaboradores (2000), que identificaram a
presenca de RNAm para (ET-1) em uma subpopulagdo de neurdnios
sensiveis a capsaicina no GT de ratos. Anos apo6s esta descoberta,
Chichorro e colaboradores (2010) ndo s6 confirmaram estes dados,
como também demonstraram a presenca adicional de RNAm para ET-3
no GT dos roedores. Além disso, durante este periodo, varios estudos
desenvolvidos pelo mesmo grupo descreveram alguns mecanismos
operados pelas endotelinas e seus receptores, os quais sdo importantes
no desenvolvimento e na manutencdo da hiperalgesia orofacial a
estimulos mecanico e térmicos induzida por um modelo de neuralgia
trigeminal em ratos (Chichorro et al., 2006a; Chichorro et al., 2006b;
Chichorro et al., 2009; Chichorro et al., 2010).

Os receptores de endotelinas foram identificados tanto no GT de
humanos quanto de ratos (Chichorro et al, 2009;Uddman et al, 2006).
No GT de ratos, os receptores ETA estdo expressos tanto em fibras C
ndo peptidérgicas quanto em fibras A de médio a grande calibres. Ja os
receptores ETg foram encontrados somente em fibras C ndo
peptidérgicas e células satélites em todas as trés divisdes do GT
(Chichorro et al, 2009). Ambos os receptores encontram-se distribuidos
em diferentes proporgdes em cada uma das trés regides do ganglio.
Tanto os ETx quanto os ETg estdo predominantemente expressos nos
corpos celulares dos neurénios que compde o0s ramos maxilar e
mandibular (aproximadamente 12% e 6%, respectivamente). Por outro
lado, apenas uma pequena parcela dos neurénios do ramo oftalmico
contém esses receptores (5% e 1%, respectivamente) (Chichorro et al.,
2010).

Até o momento, os estudos acerca dos possiveis mecanismos
envolvidos na hiperalgesia mediada por ET-1, em modelos animais de
neuralgia do trigémeo, apontam a interacdo de ambos os receptores
endotelinérgicos com receptores TRPV1. Chichorro e colaboradores
(2010) demonstraram, em ratos, que cerca de 30% dos neurénios que
expressam receptores TRPV1 no GT co-expressam tanto receptores ETy
quanto ETg. Além disso, o estudo in vitro realizado por Yamamoto e
colaboradores (2013) demonstrou que os receptores de endotelinas
expressos em neurdnios do GT de ratos sdo funcionais e descreveu os
mecanismos operados por estes receptores para promover a ativagao dos
neurdnios trigeminais. O estudo mostrou que a agdo de ET-1 em
receptores ET4 do GT leva a ativagdo de canais TRPV1 via estimulacio
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de proteina quinase C, enquanto que a agdo do peptideo em receptores
ETg parece promover o aumento de calcio intracelular (Yamamoto et
al., 2013).

Ademais, outras agdes para ET-1 no GT tém sido propostas.
Conforme comentado anteriormente, a comunicagdo paracrina entre
neurdnios ¢ CSG nos ganglios sensoriais € importante para o
desenvolvimento da dor neuropatica orofacial (Takeda et al., 2009).
Neste contexto, cabe citar o estudo in vitro realizado por Feldman—
Goriachnik e Hananni (2011), o qual demonstrou, pela primeira vez, que
os receptores ETp localizados em culturas de CSG do GT de
camundongos sdo responsivos a ET-1. Estes receptores, quando
ativados, promovem um aumento nos niveis de calcio intracelular,
sugerindo que as endotelinas, quando liberadas por neur6nios do ganglio
sensorial, também podem interagir com as CSG e, desta forma,
contribuir para o processo nociceptivo, induzindo a liberagdo de
mediadores pro-inflamatorios por estas células. Dentre estes mediadores,
¢ possivel citar a IL-1B, uma vez que a agdo paracrina do mediador,
liberado por CSG, em neurdnios do GT parece contribuir com o
desenvolvimento e a manuten¢do da hiperalgesia orofacial (Takeda et
al., 2007; Takeda et al., 2008). Ademais, a relagdo entre ET-1 e o
aumento dos niveis do RNAm para a interleucina, em células da
cavidade oral, também ja foi demonstrado (Rikimaru et al., 2009).

Obviamente, os ultimos estudos citados trazem evidéncias
consistentes sobre a funcionalidade dos receptores de endotelinas
localizados no GT e sobre a participacdo dos mesmos nos mecanismos
que envolvem a transmissd@o dos estimulos nociceptivos no sistema
trigeminal. Assim, de acordo com estes achados e considerando que
ainda nao existem estudos in vivo demonstrando a real contribuig¢do do
sistema endotelinérgico no GT para o processamento da informagdo
nociceptiva orofacial, a hipdtese deste estudo é: A ET-1, quando
injetada diretamente no ganglio trigeminal de camundongos pode causar
hiperalgesia orofacial por ativar os receptores endotelinérgicos,
localizados em neurdnios e células satélites gliais do GT.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a

contribui¢do do sistema endotelinérgico no ganglio trigeminal para o
processamento nociceptivo orofacial.

2.2. Objetivos especificos

v
v

Padronizar a técnica de inje¢do no ganglio trigeminal;
Investigar a habilidade da ET-1 exogena em promover
hiperalgesia térmica orofacial quando injetada no géanglio
trigeminal;

Avaliar a participagdo do receptores ET4 e ETg para endotelinas
nas modulacdo das respostas hiperalgésicas ao calor induzidas
pela injecdo de ET-1 no ganglio trigeminal;

Verificar o envolvimento do glutamato e da interleucina-1f nas
respostas hiperalgésicas ao calor induzidas pela inje¢do de ET-1
no ganglio trigeminal;

Investigar a participagdo dos receptores ETs e ETg, localizados
em células do ganglio do trigémeo, na hiperalgesia térmica ao
calor induzida pela constricdo do nervo infraorbital;

Analisar possiveis alteragdes induzidas pela constrigdo do nervo
infraorbital na ativag@o de células satélites gliais, i.e. alteragdes
na expressio de GFAP no ganglio do trigémeo de
camundongos, através da técnica de imunofluorescéncia;
Analisar a possivel participacdo dos receptores ETg na ativagdo
de células satélites gliais no ganglio do trigémeo, i.e. altera¢des
na expressao de GFAP, no géanglio do trigémeo, induzidas pela
constricdo do nervo infraorbital, através da técnica de
imunofluorescéncia;

Avaliar os efeitos do tratamento sist€émico repetido com um
antagonista dual dos receptores ET4 ¢ ETgno desenvolvimento
e na manutengdo da hiperalgesia ao calor induzida pela
constri¢do do nervo infraorbital em camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Em todos os experimentos, foram utilizados camundongos Mus
muscullus machos, da linhagem Swiss, com 2 meses de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 + 2°C)
e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a
racdo e agua antes dos experimentos. No minimo 3 dias antes dos
experimentos, os animais foram transferidos do biotério do laboratdrio
de peptideos para a sala de ambientacdo e agrupados em um nimero
maximo de 20 animais por caixa. Os experimentos foram realizados
sempre durante a fase clara do ciclo em sala silenciosa, mantendo-se o
controle da temperatura. Todos os protocolos utilizados neste estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina, tendo recebido o ntimero de
protocolo CEUA PP88051.

3.2. Reagentes e drogas

Foram empregados os seguintes reagentes, drogas e solugdes:

v Anticorpo monoclonal anti-proteina acidica fibrilar glial de
camundongos (GFAP, Cell Signaling Thechnology, Inc.,
California, USA);

v' Anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor
488 (Molecular Probes, Oregon, USA);

v" Bosentan (Tracleer®, Actelion, Auschwill, Suica), antagonista
ndo peptidico dual de receptores ETA/ETg;

v' BQ-123(ciclo [DTrp-DAsp-Pro-Dval-Leu],(American Peptides,
Califérnia, USA), antagonista peptidico seletivo de receptores
ET 4 para endotelinas;

v' BQ-788(N-cis-2,6-dimetilpiperidino-carbonil-L-y-metileucil-D-
1-metoxicarbonil-D-norleucina) (AmericanPeptides, California,
USA), antagonista peptidico seletivo de receptores ETp para
endotelinas;

v’ Capsaicina (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), agonista seletivo
de receptores TRPV1;
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Carbamazepina (Sigma gma, St. Louis, MO, USA),
anticonvulsivante;

Endotelina-1 (American Peptides, Natick, MA, USA), agonista
natural de receptores ETA ¢ ETg;

Cloridrato de Cetamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio
Ltda, SP, Brasil), anestésico geral, antagonistade receptores
NMDA para glutamato;

Minociclina (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), antibacteriano
da classe das tetraciclinas;

D-AP5, (Acido-D(—)-2-Amino-5-fosfonopentanoico) (Sigma,
St. Louis, MO, USA), antagonista competitivo de receptores
NMDA,;

Fluorocitrato (Sal de bario do acido DL-fluorocitrico), (Sigma,
St. Louis, MO, USA);

Hidrato de cloral (Sigma, St. Louis, MO, USA), anestésico
geral;

IL-1ra, recombinante humana (R&D Biosystems, Minneapolis,
USA) antagonista de receptores de IL-1 do tipo I (IL-1RI);

IRL- 2500 (R&D Biosystems, Minneapolis, USA), antagonista
ndo peptidico seletivo de receptores ETg;

Isoflurano(Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), anestésico geral
inalatdrio;

Oxitetraciclina(Terramicina®, Pfizer, Guarulhos, Brasil),
antibacteriano;

Resiniferatoxina (Alomone Labs, Inc, Jerusalém, Israel),
agonista seletivo ultrapotente de receptores TRPV1;
*H-Resiniferatoxina (Perkin-Elmer, Inc, USA), agonista
seletivo de receptores TRPV1 marcado com isétopo radioativo
Tritio (30Ci/mmol)

Salina tamponada com fosfato (0,01M), cloreto de potassio
(0,0027M), cloreto de sodio (0,137M) em tabletes (phosphate-
buffered saline — PBS, Si%ma, St. Louis, MO, USA);
Sarafotoxina (S6c)([Ala ’3’“’15] ET-1), (Tocris Bioscience,
Bristol, UK), agonista seletivo de receptores ETg;

. ® . .
Xilazina (Dopaser , Laboratérios Calier S.A., Barcelona,
Espanha), relaxante muscular de agdo central, agonista seletivo
de receptores a,-adrenérgico.
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O Bosentan, Carbamazepina e Minociclina foram diluidos
em PBS momentos antes dos experimentos. Na preparagdo da
Capsaicina foram utilizados 10% de Tween 80 e 80% de PBS, ¢ as
dilui¢des subseqiientes foram feitas em PBS. As solucdes estoque
de ET-1 (10 M), Sarafotoxina S6¢ (10™*M), BQ-123 (10 M), BQ-
788 (102 M) e IRL-2500 (10> M), Fluorocitrato (10° M) foram
preparadas em PBS. A solugéo estoque de do IL-1ra (600 ug/ul) foi
preparada em PBS estéril e albumina sérica bovina 0,1%. Todas as
solugdes estoque foram mantidas a uma temperatura de -20° C e
diluidas para as concentracdes desejadas momentos antes dos
experimentos com o mesmo veiculo utilizado para dissolvé-las.

3.3. Inje¢do no gianglio do trigémeo

A inje¢do no GT de camundongos foi realizada conforme
descrito em ratos por (Neubert et al., 2005), com modificagdes. Os
animais foram anestesiados com Isoflurano (2% em 100% de CO,) e em
seguida posicionados em dectbito dorsal sobre uma mesa cirurgica. A
cabeca foi cuidadosamente estabilizada por uma das maos do
experimentador e a porgdo rostral-anterior do processo zigomatico
direito do osso maxilar foi apalpada. O acesso ao GT foi realizado
através de uma agulha gengival estéril 25 gauge, curta (INJEX). Devido
a pequena dimens3o do GT de camundongos, volumes acima de 0,5 ul
podem extravasar e permear outras estruturas adjacentes ao ganglio.
Assim, para que fosse possivel obter um controle fino do pequeno
volume de solugdo injetada, a agulha foi acoplada a uma seringa
Hamilton (10 ul) através de uma canula de polietileno (PE 10) (CLAY
ADAMS). No momento da administracdo, a agulha foi posicionada a
um 4ngulo de ~10° relativo a linha medial da cabeca e, posteriormente,
inserida na por¢do identificada do processo zigomatico, seguindo pelo
forame infraorbital, terminando logo apds o forame rotundo, na por¢do
medial do GT, conforme ilustrado na figura (2A e B). O volume final de
cada solugdo injetada foi de 0,5 ul.
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Figura 2:Representacio esquematica das estruturas anatémicas envolvidas na
técnica de injeciio no ginglio do trigémeo. O painel A mostra a entrada da agulha
através do forame infraorbital passando pelo forame rotundo e terminando no
ganglio trigeminal. O painel B mostra uma imagem da posi¢do da agulha inserida no
forame infraorbital de um camundongo. No painel C pode-se observar uma imagem
de um ganglio do trigémeo corado com 0,5 ul do corante Azul de Evans
administrado através da técnica de injecdo i.g., pelo forame infraorbital. O ganglio
contralateral e quiasma Optico ndo foram atingidos pela inje¢ao do corante.
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3.4.Injecado de resiniferatoxina no ginglio do trigémeo -
Padronizacgio da técnica de injecio intraganglionar

Antes de iniciar a administragdo i.g. das drogas utilizadas nos
tratamentos realizados neste estudo, a precisdo da técnica de injegdo
executada pelo experimentador foi avaliada. Para isso, utilizou-se como
ferramenta farmacologica a resiniferatoxina (RTX). A RTX é um potente
agonista ultra-potente de receptores TRPV1que, quando administrada em
altas doses, induz morte de neurénios que expressam esses receptores,
mediada pelo aumento de calcio intracelular, reduzindo assim as
respostas nociceptivas causadas pela administracdo de capsaicina na
regido orofacial (Karai et al., 2004). Neste sentido, para avaliar os efeitos
neurotoxicos seletivos da injegdo i.g. utilizou-se o teste comportamental
de "eye-wipes”, que consiste na mensuragdo das respostas nociceptivas
induzidas pela aplicagdo topica de capsaicina nos olhos dos animais
(Diogenes et al., 2006; Khan et al, 2008). Ainda, com a mesma
finalidade inicial, realizou-se um outro experimento visando quantificar a
concentracdo de RTX marcada com Tritio (3H—RTX), presente no GT e
ou em estruturas adjacente, apos a sua inje¢do i.g.

3.4.1. Teste comportamental de”eye-wipes’ em resposta a aplicacio
topica de capsaicina

Neste teste, os animais foram tratados com uma tnica inje¢do
i.g. de RTX (50 ng/sitio) ou veiculo (PBS) no GT direito. No 4° dia ap6s
a administracdo de RTX, os animais receberam administragdo topica de
capsaicina (0,01%/10 ul) ou veiculo (PBS) na cérnea do olho ipsilateral
a injecdo e o numero de acessos de limpeza direcionados ao olho tratado
foi contado durante 1 minuto. Uma hora ap6s o término do experimento,
procedeu-se a avaliagdo, da mesma forma, do numero de acessos de
limpeza direcionados ao olho contralateral a injecdo de RTX.

3.4.2. Analise da concentragio de’H-RTX presente no ginglio do
trigémeo e estruturas adjacentes

Para realizar esta andlise, cada animal foi previamente tratado
com uma inje¢do i.g. de SH-RTX contendo (64 pmoles de RTX e 0,05
pmoles 3H—RTX/O,S ul) no GT direito. Cinco minutos apos a
administragdo, os animais foram sacrificados em camara de CO, e os
GTs ipsi e contralateral a inje¢do, bem como o tronco cerebral foram
removidos e transferidos para um frasco contendo 50 ul de PBS.
Posteriormente, foram adicionados 3 ml de liquido de cintilagdo
(Optiphase Hisale 3) em cada frasco. Apos 24 horas, os frascos foram
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posicionados em um aparelho cintilador (LS 6500 - Beckman Coulter) e
a quantidade de *H-RTX presente em cada amostra foi mensurada.

3.5. Estimulaciio térmica orofacial por calor

Neste teste, adaptado a partir do método descrito em
camundongos por Luiz e colaboradores (2010), os animais foram
contidos delicadamente pela mao do experimentador e uma fonte de
calor radiante (~50°) foi posicionada aproximadamente 1 cm da area de
inserc¢do das vibrissas, do lado direito da face. Em seguida, foi registrado
a laténcia em segundos para que os animais afastassem vigorosamente a
cabeca da fonte ou apresentassem movimentos rapidos e consecutivos
das vibrissas. Foram incluidos nos experimentos apenas os animais que
apresentaram respostas entre 9 e 15 s a partir da aplicacdo do estimulo.
Redugdes na laténcia de resposta frente a estimulagdo por calor foram
consideradas como indicativos de hiperalgesia orofacial. Para avaliagdo
do efeito de diferentes tratamentos, apds a administracdo de cada
substancia, os animais foram estimulados apenas do lado ipsilateral a
injecdo i.g. em intervalos de 30 ou 60 minutos.

3.6. Constricao do nervo infraorbital

A constri¢do do nervo infraorbital (CNIO) foi realizada, através
do método proposto inicialmente por (Luiz et al., 2010). Os animais
foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (50e 10
mg/kg, respectivamente, i.m.) e foi realizada a assepsia da face com
alcool iodado. Apds o estabelecimento da anestesia, foi feita uma
incisdo na pele, abaixo do olho direito, cerca de 3 mm posterior a
inser¢cdo das vibrissas. Os musculos elevador do labio superior e
masseter superficial anterior foram afastados para que a por¢do rostral
do nervo infraorbital fosse exposta, proximo a fissura infraorbital. O
nervo infraorbital foi dissecado dos tecidos adjacentes e, em seguida,
foram realizadas duas amarras frouxas, separadas por aproximadamente
2 mm, com fio de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso. Os tecidos foram
suturados com o mesmo tipo de fio usado para a confec¢do das amarras.
Os animais do grupo falso-operado foram submetidos ao mesmo
procedimento cirirgico, porém o feixe nervoso ndo foi constrito. Ao
término da cirurgia os animais foram tratados com antibidtico
(oxitetraciclina, 60 mg/kg, i.m.) e mantidos em sala aquecida até sua
completa recuperacdo da anestesia. A avaliagdo do decurso temporal das
alteracOes de reatividade a estimulacdo térmica induzidas por CNIO foi
realizada estimando-se as laténcias de resposta ao calor antes da cirurgia
(basal pré-cirurgia) e nos dias 2,5 e 10 apds a cirurgia.
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3.7. Tratamentos

3.7.1. Injecao de ET-1 e Sarafotoxina (S6c) no ginglio do trigémeo

Neste experimento, diferentes grupos de animais sem
manipulagdo prévia (naives), foram tratados com uma Unica inje¢do de
ET-1 (0,3, 1 e 3 pmol/sitio), sarafotoxina S6¢ (3; 10 e 30 pmol/sitio) ou
PBS no GT direito. Para avaliar a participagdo dos receptores de
endotelinas, ET5 e ETg, na mediagdo da hiperalgesia orofacial ao calor
induzida por ET-1, cada grupo de animais recebeu uma co-inje¢ao i.g.
de ET-1 (3 pmol) junto com BQ-123 ou BQ-788 (0,5 nmol/sitio cada)
ou PBS. As respectivas laténcias de resposta a estimulagdo por calor
foram avaliadas somente do lado ipsilateral a injecdo, antes da
administragdo (Tempo 0), aos30 minutos apds e, posteriormente, a cada
1 hora ap6s a injeg@o (Chichorro, 2006¢; Mota et al.,2009).

3.7.2. Injecao de RTX no ginglio do trigémeo apos CNIO

Vinte e quatro horas apds a cirurgia de CNIO, diferentes grupos
experimentais receberam uma unica inje¢do de RTX (50 ng/sitio) ou
veiculo (PBS) no GT ipsilateral a cirurgia sob anestesia. As respectivas
laténcias de resposta ao estimulo de calor foram avaliadas antes da
cirurgia (basal) enquanto que, a instalagdo da hiperalgesia ao calor
promovida por CNIO foi avaliada somente do lado ipsilateral, no quinto
dia apos a cirurgia (Karai et al., 2004; Neubert et al., 2005).

3.7.3. Injecdo de BQ-123 ou de BQ-788 no ganglio do trigémeo apos
CNIO

No 5%dia apos a cirurgia de CNIO, diferentes grupos
experimentais receberam uma unica injecdo i.g. de BQ-123 ou BQ-188
(0,05 ou 0,5 nmol/sitio cada) ou veiculo (PBS) no GT ipsilateral a
cirurgia. As laténcias de resposta frente a aplicacdo do estimulo de calor,
foram avaliadas antes da cirurgia (basal), antes da inje¢do no 5° dia
(tempo 0) e posteriormente a ela, a cada 30 minutos (Chichorro et al.,
2009).

3.7.4. Injecio do antagonista de receptores para IL-1f, IL-1ra, no
ganglio do trigémeo

Neste experimento, diferentes grupos de animais, sem
manipulacdo prévia, foram tratados com uma tUnica inje¢do de IL-1ra
(300 ng/sitio), ou veiculo no GT direito. As respectivas laténcias de
resposta a estimulagdo por calor foram avaliadas somente do lado
ipsilateral a injecdo, antes da administragdo (Tempo 0) ¢ a cada 1 hora
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apos a injecdo (Souza et al., 2013)

3.7.5. Tratamento agudo com Carbamazepina apés CNIO

Grupos distintos de animais submetidos a CNIO receberam
tratamento sistémico, por via oral, de Carbamazepina (60 mg/kg) ou de
veiculo (PBS) no 50 apos a cirurgia. As respostas hiperalgésicas frente a
aplicagdo do estimulo de calor foram avaliadas antes da cirurgia (basal),
antes da administra¢do (tempo 0) e posteriormente a cada 1 hora do lado
ipsilateral a cirurgia (Luiz, 2011).

3.7.6. Injeciio do antagonista de receptores para IL-1f, IL-1ra, no
ganglio do trigémeo apés CNIO

Os diferentes grupos de animais submetidos a CNIO receberam
uma inje¢do de IL-1ra (300 ng) ou de veiculo no 5° apoés a cirurgia no
GT direito. As respostas hiperalgésicas frente a aplicagdo do estimulo
de calor foram avaliadas antes da cirurgia (basal), antes da injegéo
(tempo 0) e posteriormente a cada 1 hora do lado ipsilateral a cirurgia
(Souza et al., 2013).

3.7.7. Tratamentos repetidos com bosentan ou minociclina

Para avaliar os efeitos do tratamento repetido com bosentan
(100 mg/kg) ou minocilina (40 mg/kg), diferentes grupos de animais
foram tratados por via oral com os respectivos farmacos ou veiculo
(PBS) 1 hora antes da cirurgia e, posteriormente, uma vez ao dia, do 1°
ao 4° dia apos CNIO. As respectivas laténcias de resposta a aplicagdo do
estimulo de calor foram avaliadas antes da cirurgia (basal) ¢ o
desenvolvimento da hiperalgesia ao calor promovido por CNIO foi
avaliado uma tUnica vez ao dia e apenas no dia 2 (antes da administragio
daquele dia) e no dia 5 (24 horas ap6s a ultima administragdo) apos a
cirurgia. Alternativamente, outros grupos de animais submetidos a
CNIO receberam tratamentos repetidos com bosentan (100 mg/kg),
minociclina (40 mg/kg) ou veiculo (PBS) no 5° apds a cirurgia e,
posteriormente, uma vez ao dia nos dias 6, 7. As laténcias de respostas a
aplicacdo do estimulo de calor foram avaliadas antes da cirurgia, no dia
2, nos dias 5, 6 e 7, antes do tratamento e a cada dia subsequente até o
dia 10 (Donate et al., 2012; Raghavendra et al., 2003).
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3.8. Analise dos niveis de ativaciio de células satélites gliai no ganglio
do trigémeo apés CNIO

Os niveis de ativagdo das CSG presentes no GT foram
analisados através da quantificacdo da expressdo da proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) encontrada no GT dos animais no 5° e 10° dia apds
CNIO, através da realizagdo da técnica de imunofluorescéncia.

3.8.1. Coleta dos gianglios trigeminais apés CNIO

Os GTs de animais falso-operados ou constritos foram
coletados no 5°ou 10° dia ap6s CNIO. No mesmo periodo, porém em um
bloco diferente de experimentos, os GTs de animais submetidos a CNIO
e tratados com uma inje¢do i.g. de BQ-788 (0,5 nmol), Fluorocitrato
(300 pmol) ou veiculo (PBS) foram retirados 3 horas apds a
administragdo (Souza et a/. 2013). Em uma outra série de experimentos,
os GTs de animais constritos que receberam tratamentos repetidos com
Bosentan (100 mg/kg; v.0.) ou Minociclina (40 mg/kg; v.o.) ou veiculo
(uma vez ao dia, do 5% a0 7° dia apos a CNIO) foram coletados 24 horas
apos o ultimo tratamento, no 8% dia apos a CNIO.

3.8.2. Técnica de imunofluorescéncia

Antes da coleta dos GTs, os animais foram submetidos a
perfusdo transcardiaca sob anestesia com hidrato de cloral 1%. O
procedimento de perfusdo foi realizado com salina 0,9% seguido de
paraformaldeido 4% (PFA) tamponado com PBS. Em seguida foi
realizada cirurgia para extragdo dos GTs, os quais, uma vez removidos,
foram armazenados em solugdo de PFA 4% em geladeira por,
aproximadamente, 2 horas. Logo apds, a solugdo PFA foi trocada por
solu¢des de sacarose 10, 20 e 30%, sendo que os GTs permaneceram em
cada solugdo de sacarose até¢ a sedimentagdo, sempre armazenado sem
geladeira. Posteriormente, os tecidos foram congelados em Tissue Tek e
cortados em criostato para fornecer secdes de 12 um de espessura. As
laminas foram lavadas com PBS (1 ml) por 3 vezes. Em seguida,
realizou-se o bloqueio e permeabilizacdo com PBS+ soro de cavalo 5%
e Triton X100 a 2% por 2 horas. O anticorpo primario (anti — GFAP,
1:300) foi incubado "overnight" em geladeira em PBS contendo soro de
cavalo 1% e Triton X100 0,5%. Sequencialmente, as laminas foram
novamente lavadas com PBS (1 ml) por 3 vezes. Logo apos, as laminas
foram incubadas com o anticorpo secundario (anti-IgG de camundongo
conjugado a Alexa Fluor 488) em PBS contendo 1% de soro de cavalo
em temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida as laminas foram



28

lavadas, para retirar o excesso de anticorpo secundario, por mais 3 vezes
com PBS(1 ml). Finalmente, as ldminas foram montadas com meio de
montagem (CC/Mount — Sigma Aldrich, MO, USA). As imagens de
marcagdo com o anticorpo secundario conjugado a Alexa 488 foram
capturadas em microscopio confocal de varredura (modelo SP5 Leica
Microsystems). A expressdo de GFAP foi quantificada através das
médias da intensidade de fluorescéncia das imagens obtidas, 5 imagens
por ganglio, utilizando-se usando o software de dominio publico Image
J. Foram quantificadas 2 se¢des de cada ganglio (N= 3 a 5 ganglios por

grupo).
3.9. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do
programa Graph Pad Prism 6.0°. Os dados sdo apresentados como média
+ erro padrio das médias de 8 a 10 animais por grupo para os estudos
comportamentais, ou grupos de 3-5 animais nos estudos de
imunohistoquimica. Os dados obtidos nos experimentos foram
analisados com testes estatisticos de analise de variancia (ANOVA)
uma via ou ANOVAd e duas vias ou ANOVA de medidas repetidas
seguidas do teste post-hoc de Bonferroni ou teste ¢ de Student para
amostras ndo pareadas. Em todas as analises, valores de P<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. As imagens obtidas por
microscopia foram quantificadas usando o software de dominio publico
Image J.
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacio da técnica de injecdo no ganglio do trigémeo
através da administraciio de resiniferatoxina

A inje¢do prévia de RTX no GT preveniu a manifestagdo do
comportamento nociceptivo evocado, 4 dias depois, pela aplicagdo topica de
capsaicina no olho ipsilateral a injecdo. Como mostra a figura 3A, quando
comparado ao grupo controle tratado com veiculo, o grupo de animais que
recebeu a injecdo i.g. de RTX (50 ng/0,5 ul) apresentou uma redugdo
significativa de 93 % no nuimero de acessos de limpeza direcionados ao
olho ipsilateral a inje¢do. Ainda, a injecdo de RTX no GT mostrou ter
afetado a sensibilidade nociceptiva apenas do lado ipsilateral a inje¢do, uma
vez que ndo houve diferenca significativa no numero de acessos de limpeza
direcionados ao olho contralateral a inje¢do, entre os grupos tratados com
veiculo ou com RTX. Isto sugere que a RTX injetada no GT direito ndo
atingiu estruturas mais distantes daquele ganglio. Este fato pode ser
confirmado pelos resultados observados na figura 3B, a qual demonstra que
a maior parte da’H-RTX (marcada com o isotopo radioativo) ficou restrita
ao GT ipsilateral a inje¢do ndo atingindo o GT contralateral e o
troncocerebral.
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Figura 3: Efeitos da administracio de RTX no ginglio trigeminal de
camundongos. Os animais foram tratados uma unica inje¢do i.g. de RTX (64
pmoles) mais *H-RTX (0,05 pmoles/0,5 pl) ou apenas RTX (64 pmoles/0,5 ul) no
GT direito. Ap6s 5 min, os GTs e o tronco cerebral foram coletados e as amostras
processadas para analise em um cintilador, o que ocorreu 24 horas depois. Os
valores representam a média + e.p.m. da concentragdo de *H-RTX estimada (n= 6
animais por grupo). Asteriscos e cerquillas denotam P<0,05 em relagdo as
quantidades de RTX ou *H-RTX mensuradas no GT contralateral 4 inje¢do e tronco
cerebral (ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni).
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4.2. Caracterizacdo das respostas nociceptivas induzidas pela
estimulag¢io da face por calor apos injecdo de ET-1 e sarafotoxina
S6c¢ no ganglio do trigémeo

A injecdo de ET-1 (1 e 3 pmol) no GT induziu o
desenvolvimento de hiperalgesia a aplica¢do do calor na regido orofacial
que foi significativo nos primeiros 30 minutos e persistiu por até 4
horas apoés a administragdo do peptideo (Figura 4). Por outro lado, a
inje¢do de sarafotoxina S6c¢ induziu hiperalgesia orofacial em doses um
pouco maiores (10 e 30 pmol), a qual foi significante entre 1 ¢ 2 horas
apos a sua inje¢do (Figura 5).

O Veiculo 4 ET-1 (1 pmol)
& ET-1 (0,3 pmol) @ ET-1(3 pmol)
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Figura 4: Decurso temporal do desenvolvimento da hiperalgesia ao calor apos a
injecio i.g. de ET-1 em camundongos sem tratamento prévio. Os animais
receberam uma injegdo de ET-1 (0,3; 1 e 3 pmol/0,5ul) ou veiculo (PBS) no ganglio
trigeminal direito e foram submetidos a estimulagdo térmica antes (tempo 0) e nos
tempos indicados apos os tratamentos. Os valores representam média = e.p.m. da
laténcia de resposta ante a aplicacdo do calor para induzir comportamentos de
retirada da cabeca (n= 8 a 10 animais por grupo). Asteriscos denotam P<0,05 em
relagdo aos animais tratados com veiculo (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Bonferroni).
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Figura 5: Decurso temporal do desenvolvimento da hiperalgesia ao calor apos a
injecdo i.g. sarafotoxina S6¢c em camundongos sem tratamento prévio. Os
animais receberam uma inje¢do de sarafotoxina Sc6 (3; 10; 30 pmol/0,5 ul) ou
veiculo (PBS) no ganglio trigeminal direito e foram submetidos a estimulagdo
térmica antes (tempo 0) e nos tempos indicados ap6s os tratamentos. Os valores
representam média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicagdo do calor para
induzir comportamentos de retirada da cabeca (n= 8 a 10 animais por grupo).
Asteriscos denotam P<0,05 em relacdo aos animais tratados com veiculo (ANOVA
de duas vias seguida do teste de Bonferroni).



33

4.3. Influéncia do tratamento com antagonistas de receptores para
endotelinas ET, e ETg na hiperalgesia ao calor causada pela injecio
de ET-1 no ganglio do trigémeo

A co-injegdo 1i.g. do antagonista peptidico seletivo para
receptores ET,  BQ-123 (0,5 nmol) com ET-1 (3 pmol) reduziu a
hiperalgesia induzida por ET-1 de 30 minutos até 2 horas apds a
administragdo, enquanto que a co-inje¢cdo de ET-1 (3 pmol) com o
antagonista peptidico seletivo para receptores ETg BQ-788 (0,5 nmol)
promoveu redugdo significativa dos efeitos hiperalgésicos induzidos por
ET-1 entre 1 e 2 horas apds a inje¢ao (Figura 6).
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Figura 6: Efeitos da co-injecdo i.g. dos antagonistas peptidicos seletivos de
receptores ET, e ETy para endotelinas na hiperalgesia ao calor induzida por
ET-1. Os animais receberam uma co-injegdo de ET-1 (3 pmol) com BQ-123 ou BQ-
178 (0,5 nmol cada) ou veiculo (PBS) no géanglio trigeminal direito e foram
submetidos a estimulagdo térmica antes (tempo 0) e nos intervalos de tempo
indicados apos o tratamento. Os valores representam média + e.p.m. da laténcia de
resposta ante a aplicag@o do calor para induzir comportamentos de retirada da cabega
(n= 8 a 10 animais por grupo). Asteriscos denotam P<0,05 em relagdo aos animais
tratados com ET-1+veiculo (ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni).
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4.4. Participacio dos receptores NMDA para glutamato na
hiperalgesia térmica induzida pela injecio de ET-1 no ginglio do
trigémeo

A co-inje¢do do antagonista competitivo de receptores NMDA
para glutamato, D-AP5 (24 nmol) juntamente com ET-1 (3 pmol) no GT
inibiu o desenvolvimento da hiperalgesia ao calor induzida pelo
peptideo a partir de 30 minutos e por até 2 horas apos a administragdo
(Figura 7). Esses resultados indicam o envolvimento do glutamato nos
mecanismo celulares necessarios para a agdo hiperalgésica da ET-1 no
GT.
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Figura 7: Efeitos da injecdo i.g. do antagonista de receptores NMDA para
glutamato na hiperalgesia ao calor induzida por ET-1. Os animais receberam
uma co-injegdo de ET-1 (3 pmol) com D-APS (24nmol) ou veiculo (PBS) no ganglio
trigeminal direito e foram submetidos a estimulagdo térmica antes (tempo 0) e nos
intervalos de tempo indicados apds o tratamento. Os valores representam média +
e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicagdo do calor para induzir comportamentos
de retirada da cabeca (n= 8 a 10 animais por grupo). Asteriscos denotam P<0,05 em
relagdo aos animais tratados com veiculo (ANOVA de medidas repetidas seguida do
teste de Bonferroni).
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4.5. Decurso temporal do desenvolvimento da hiperalgesia ao calor
induzida pela constri¢ido do nervo infraorbital

A constricdo do nervo infraorbital (CNIO) causou reducdes
significativas nas laténcias de resposta frente a aplicacdo do estimulo de
calor no lado ipsilateral a cirurgia. O desenvolvimento das respostas
hiperalgésicas ja foi eficiente no 2° dia apds a cirurgia e as mesmas
persistiram pelo menos até o 10° dia (Figura 8).
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Figura 8: Decurso temporal da hiperalgesia térmica em animais submetidos a
CNIO. As respostas dos animais dos grupos constrito e falso-operado a estimulagéo
térmica foram avaliadas antes (pré) e em diferentes periodos apds a cirurgia. Os
animais do grupo falso-operado foram submetidos ao mesmo procedimento
cirurgico, porém o nervo ndo foi constrito. O grafico mostra o decurso temporal da
hiperalgesia frente a aplicagdo do calor no lado ipsilateral a cirurgia. Os valores
representam média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicagdo do calor para
induzir comportamentos de retirada da cabega (n= 8 - 10 animais por grupo).
Asteriscos denotam P<0,05 em relagdo ao grupo falso-operado (ANOVA de duas
vias seguida de teste de Bonferroni).
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4.6. Participacdo das fibras aferentes primarias trigeminais que
expressam receptoresTRPV1 no desenvolvimento da hiperalgesia ao
calor induzida por CNIO

Existem evidéncias de que as fibras aferentes primarias que
expressam receptores TRPV1 desempenham um importante papel na via
de transmissdo de informagdo nociceptiva originadas por estimulos
térmicos nocivos(Urano et al., 2012; Zakir et al., 2012; Cruz et al.,
2014). Em vista disso, avaliou-se o envolvimento dessas fibras no
desenvolvimento da hiperalgesia orofacial ao calor induzida pela CNIO
através da injecdo i.g. de RTX (50 ng/ 0,5 ul) no GT de animais
constritos. Como mostra a figura 9, a inje¢do da toxina 24 horas apds
CNIO impediu o estabelecimento da hiperalgesia ao calor nos animais
constritos no 5° dia apds a cirurgia, tornando as respostas deste grupo
semelhantes aquelas observadas no grupo de animais falso-operados.
Por outro lado, o grupo de animais constritos tratados com veiculo
desenvolveu normalmente respostas hiperalgésicas ao calor no mesmo
periodo avaliado.
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Figura 9: Influéncia da inje¢do i.g. de RTX na instalacio da hiperalgesia
orofacial ao calor induzida pela CNIO. Os animais foram tratados com uma
inje¢do de RTX (50 ng/ 0,5 ul) ou veiculo (PBS) no géanglio trigeminal direito e
foram submetidos a estimulagdo térmica antes (basal) € no 5° dia ap0s a cirurgia. Os
valores representam média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicacdo do calor
para induzir comportamentos de retirada da cabega (n= 8 a 10 animais por grupo).
Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo aos animais falso-operados ou
tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de duas vias seguida de teste de

Bonferroni).
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4.7. Influéncia do tratamento agudo com carbamazepina na
hiperalgesia ao calor induzida por CNIO

A administragdo oral do anticonvulsivante carbamazepina (60
mg/kg),um bloqueador de canais de sodio, reduziu significativamente a
hiperalgesia ao calor induzida por CNIO no 5° dia ap0s a cirurgia. Como
mostra a figura 10, o efeito anti-hiperalgésico do tratamento foi
observado a partir de 1 hora apds a administragdo e persistiu até a 4°
hora depois.
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Figura 10. Efeitos do tratamento agudo com carbamazepina nas respostas
hiperalgésicas ao calor induzidas por CNIO. No 5° dia apos a cirurgia, os animais
foram tratados com carbamazepina (60mg/kg; v.0.) ou veiculo (PBS) e foram
submetidos a estimulagdo térmica antes da cirurgia (pré), antes da administracdo
(tempo 0) e em intervalos de 1 hora apds o tratamento. Os valores representam
média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicacdo do calor para induzir
comportamentos de retirada da cabega (n= 8 a 10 animais por grupo). Asteriscos
denotam P<0,05 em relagdo ao grupo tratado com veiculo (ANOVA de medidas
repetidas seguida de teste de Bonferroni).
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4.8. Influéncia do injecao dos antagonistas de receptores EToe ETg
para endotelinas no ginglio trigeminal na hiperalgesia térmica
causada por CNIO

Conforme mostra a figura 11 o bloqueio dos receptores ET s por
BQ-123, no 5° dia ap6s CNIO, promoveu um efeito anti-hiperalgésico
mais pronunciado na dose de 0,5 nmol, que inibiu as respostas
hiperalgésicas entre 30 minutos e 3 horas apds o tratamento. Ja o
bloqueio dos receptores ETg pela injecdo de BQ-788 causou efeito mais
prolongado na mesma dose, reduzindo as respostas hiperalgésicas
promovidas por CNIO por até 4 horas ap6s sua administragdo, enquanto
que a dose de (0,05 nmol), s6 foi efetiva entre 90 minutos e 3h30
minutos ap6s a inje¢do (Figura 12). Por outro lado, o antagonista ndo
peptidico seletivo para receptores ETp, IRL 2500, mostrou-se menos
efetivo em promover efeitos anti-hiperalgésicos na dose de 0,5 nmol,
uma vez que o respectivo tratamento s6 reduziu a hiperalgesia ao calor
na primeira hora apds a inje¢@o. Por outro lado a dose de (5 nmol) foi
capaz de diminuir a hiperalgesia induzida por CNIO entre 30 minutos e
2 horas apo0s a injecao (Figura 13).
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Figura 11:Efeito da inje¢do i.g. do antagonista peptidico seletivo de receptores
ET,, BQ-123, para endotelinas na hiperalgesia ao calor em animais submetidos
a CNIO. No 5° dia apo6s a cirurgia, os animais foram tratados com BQ-123 (0,05 ou
0,5 nmol/ 0,5 pl) e submetidos a estimulagdo térmica antes da cirurgia (pré), antes
da inje¢do (tempo 0) e nos intervalos de tempo indicados. Animais dos grupos
controle constrito e falso-operado (FOP) foram tratados com veiculo. Os valores
representam média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicagdo do calor para
induzir comportamentos de retirada da cabeca (n= 8 a 10 animais por grupo).
Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado
(FOP)e constrito tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de duas vias
seguida de teste de Bonferroni).
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Figura 12:Efeito da inje¢iio i.g. do antagonista peptidico seletivos de receptores
ETpg, BQ-788 para endotelinas na hiperalgesia ao calor em animais submetidos
a CNIO. No 5° dia apos a cirurgia, os animais foram tratados com BQ-788 (0,05 ou
0,5 nmol/ 0,5 pl) e submetidos a estimulagdo térmica antes da cirurgia (pré), antes
da inje¢do (tempo 0) e nos intervalos de tempo indicados. Animais dos grupos
controle constrito e falso-operado (FOP) foram tratados com veiculo. Os valores
representam média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicagdo do calor para
induzir comportamentos de retirada da cabeca (n= 8 a 10 animais por grupo).
Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado
(FOP)e constrito tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de duas vias
seguida de teste de Bonferroni).
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Figura 13:Efeito da injecdo i.g. do antagonista seletivo ndo peptidico de
receptores ETg, IRL-2500 para endotelinas na hiperalgesia ao calor em animais
submetidos a CNIO. No 5° dia ap0s a cirurgia, os animais foram tratados com ILR-
2500 (0,5 ou 5 nmol/0,5 ul) e submetidos a estimulacdo térmica antes da cirurgia
(pré), antes da injegdo (tempo 0) e nos intervalos de tempo indicados. Os valores
representam média + e.p.m. da laténcia de resposta ante a aplicagdo do calor para
induzir comportamentos de retirada da cabeca (n= 8 a 10 animais por grupo).
Asteriscos denotam P<0,05 em relagdo aos grupos constrito tratados com veiculo
(ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni).
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4.9 Efeitos da injecdo no ganglio trigeminal do antagonista de
receptores para Interleucina-1 (IL-1ra) na hiperalgesia ao calor
induzida por ET-1 e CNIO

A co-injecdo i.g. de IL-1ra (300 ng), um antagonista seletivo de
receptores para IL-1p, juntamente com ET-1 (3 pmol) reduziu a
hiperalgesia ao calor promovida pelo peptideo a partir da 1° hora,
mantendo seu efeito até a 3" hora apds a administragdo (Figura 14). O
efeito anti-hiperalgésico do antagonista de IL-1f também foi observado
no tratamento dos animais submetidos 2 CNIO. No 5° dia apds a
cirurgia, os animais que receberam uma Unica injecdo i.g. de IL-1ra
(300ng) tiveram suas laté€ncias de resposta aumentadas<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>