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RESUMO

Embora pouco prevalente entre a populacdo, a neuralgia do trigémeo é
uma das condigdes mais dolorosas. Ela é caracterizada por ataques
paroxisticos e recorrentes de dor lancinante e sUbita, do tipo choque,
limitada a um ou mais ramos do nervo trigémeo. Atualmente, a droga de
primeira escolha para o tratamento da neuralgia trigeminal é a
carbamazepina, seguida pela oxcarbazepina e gabapentina. Neste
trabalho, padronizamos com sucesso 0 modelo de neuralgia do trigémeo
induzida pela constri¢cdo do nervo infraorbital (CNIO) em camundongos
Swiss e C57BI/6. A participacdo dos receptores B; e B, para cininas foi
avaliada frente a hiperalgesia orofacial térmica e mecénica desenvolvida
em ambas as linhagens. O tratamento pela via intraperitoneal (i.p.) dos
animais no 5° dia com os antagonistas para os receptores B; (DALBK,
0,1-3 pumol/kg) ou B, HOE-140 (0,01-1 pmol/kg), foi eficaz em reduzir
significativamente a hiperalgesia térmica e mecanica. Quando testados
na fase tardia da hiperalgesia térmica ao frio (25° dia), DALBK (1
umol/kg, ip.) ou HOE-140 (0,1-1 pmol/kg, ip.) mostraram-se
novamente efetivos em reduzir de maneira significativa a resposta
hiperalgésica. Os mesmos tratamentos nao foram eficazes na fase tardia
da hiperalgesia térmica ao calor (17° dia). J4& na fase tardia da
hiperalgesia mecanica (36° dia), somente a DALBK (0,1-1 umol/kg,
i.p.) mostrou-se efetiva em reduzir significativamente a resposta.
Animais C57BI/6 que possuem delecdo génica para um dos ou ambos 0s
receptores B, e B, para cininas ndo desenvolveram hiperalgesia térmica
ou mecanica em resposta a CNIO. Neste trabalho demonstramos
também que a hiperalgesia orofacial ao calor induzida pela dinorfina A
administrada pela via subaracndide (1-17, 15 nmol/sitio) foi reduzida
pelo pos tratamento com DALBK (1 e 3 pumol/kg, i.p.), mas ndo com
HOE-140. Corroborando esses resultados, o tratamento dos animais com
0 antissoro anti-dinorfina A reduziu significativamente a hiperalgesia
térmica ao calor induzida pela CNIO por até 2 horas ap6s a sua
administragdo. Em conjunto, estes resultados demonstram a participacao
dos receptores B; e B, para cininas nas alteracfes da reatividade
nociceptiva ocorridas ap6s a CNIO, e sugerem que a dinorfina A possa
atuar preferencialmente via receptor B; para cininas, contribuindo dessa
forma para a manutencao da neuralgia do trigémeo.

Palavras-chave: Bradicinina, Dinorfina A, Neuralgia Trigeminal.






ABSTRACT

Despite its low prevalence among the population, trigeminal neuralgia
constitutes one of the most painful conditions known. It is characterized
by recurrent paroxysmal attacks of sudden, excruciating shock-like pain,
usually limited to one or more branches of the trigeminal nerve.
Currently, the drug of first choice for treatment of trigeminal neuralgia
is carbamazepine, followed by oxcarbazepine and gabapentin. The
current study standardizes the model of trigeminal neuralgia induced by
constriction of the infraorbital nerve (CION) in Swiss and C57BI/6
mice. The possible participation of mechanisms operated by kinin B,
and B, receptors in the maintenance of thermal and mechanical
hyperalgesia induced by CNIO in both species was also assessed.
Treatment of the animals on the fifth day after CION surgery with (Des-
Arg® Leu®)-Bradykinin (DALBK, B, receptor antagonist, 0.1-3 pmol/kg,
i.p.) or HOE-140 (B, receptor antagonist, 0.01-1 pmol/kg, i.p)
effectively reduced thermal (heat and cold) and mechanical
hyperalgesia. When the antagonists were tested against late phase
hyperalgesia to orofacial stimulation with cold (25" day), DALBK (1
umol/kg, i.p.) and HOE-140 (0.1-1 umol/kg, i.p.) were also effective in
reducing these hyperalgesic responses, but late-phase mechanical
hyperalgesia (36" day) was transiently reduced by DALBK (0.1-1
umol/kg, i.p.), but unaffected by HOE-140. The same treatment was not
effective in the end phase heat (17° day). Knockout mice for kinin B, B,
or both receptors did not develop heat or mechanical hyperalgesia in
response to CION. The study also demonstrated that subaracnoid
dynorphin A (1-17) administration (15 nmol) induces orofacial heat
hyperalgesia which is sensitive to attenuation by post-treatment with
DALBK (1 and 3 pmol/kg, i.p.). Corroborating these results, treatment
of the animals with antiserum anti-dynorphin A reduced CION-induced
heat hyperalgesia for up to two hours. Taken together, these results
demonstrate the participation of B; and B, receptors for kinin in
orofacial sensory nociceptive changes induced by CION and that the
dynorphin A, overexpressed in neuronal injury, can stimulate Kinin
receptors for the maintenance of trigeminal neuralgia.

Key Words: Bradykinin, Dynorphin A, Trigeminal Neuralgia.
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1. INTRODUCAO
1.1. Vias de Transducéo da Dor

A sensacdo de dor tem um papel fisioldgico importante ao
constituir um sinal de alerta na deteccdo de algo que ameace a
integridade fisica do organismo. Neste sentido, a dor € um sintoma
clinicamente importante de precaugédo e, conseqlientemente, limitacdo
de possiveis danos (Almeida et al., 2004). Porém, quando persistente, a
dor deixa de desempenhar suas fungdes primordiais e passa a provocar
reacGes emocionais negativas, tornando-se debilitante e causadora de
sofrimento (Griffis et al., 2006).

A dor é definida pela Associacédo Internacional para o Estudo da
Dor (International Association for the Study of Pain - IASP) como “uma
experiéncia emocional e sensorial desagraddvel associada com uma
lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo”. Ela
pode ser dividida em duas principais categorias: a dor aguda e a dor
cronica. A dor aguda € caracterizada por uma rapida sensacdo
desagradavel, que alerta o organismo de alguma ameacada fisica. Esta
dor geralmente responde bem ao tratamento com analgésicos opidides
ou anti-inflamatérios nédo esteroidais (AINES). Ja a dor crdnica ndo tem
papel fisiol6gico, uma vez que ela deixa de constituir apenas um
sintoma para tornar-se parte da doenca. Tanto a dor inflamatéria quanto
a dor neuropatica sdo subtipos da dor crénica. Como o prdprio nome
sugere, a dor inflamatoria esta associada a um processo inflamatério e
sua intensidade reflete a resposta fisiolégica do organismo e sua
capacidade de resolucdo da lesdo. Na segunda, a dor é deflagrada por
lesdo primaria ou disfuncdo do sistema nervoso periférico ou central
gue, por vezes, pode ser decorrente de uma dor originalmente
inflamatdria. Geralmente as dores cronicas ndo respondem bem a terapia
com AINES. Na maioria dos casos, pacientes que sofrem de dor crbnica
apresentam quadros de hipersensibilidade, como hiperalgesia (aumento
da sensibilidade a dor) ou alodinia (dor em resposta a estimulos
normalmente indcuos) (para revisdo ver Besson, 1999; Gold e Gebhart,
2010).

Embora a dor apresente componentes afetivos claramente
significativos em humanos, a maioria quase absoluta dos modelos
experimentais pré-clinicos de dor infere a intensidade da sensacgéo
dolorosa como sendo diretamente proporcional a magnitude da resposta
comportamental do animal ou eletrofisiolégica dos neurdnios
envolvidos na sua codificacdo e condugdo. Por desconsiderar 0S
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aspectos  psicoldgicos afetivo-emocionais que influenciam na
intensidade da dor percebida, em animais, a dor € mais apropriadamente
definida como nocicepcao, que constitui o processo pelo qual um animal
responde a estimulos ditos nociceptivos (Loeser e Treede, 2008). Porém,
talvez novas metodologias, que permitam avaliar a intensidade de
componentes afetivo-emocionais associados a resposta nociceptiva de
roedores, seja pela atenuacdo da aversividade da nocicepcdo por
tratamento com farmacos analgésicos (King et al., 2009) ou através das
expressdes faciais (Langford et al., 2010), venham a aperfeicoar o valor
preditivo dos modelos experimentais pré-clinicos de nocicepgdo para a
condicdo clinica.

A percepgdo de um estimulo nociceptivo aplicado a um campo
receptivo periférico se da por estruturas especificas denominadas
nociceptores (ou receptores da dor), situadas principalmente nas
terminagfes nervosas de uma parcela das fibras sensoriais aferentes
primérias, chamadas de fibras nociceptivas. Estes neurdnios periféricos
estdo amplamente distribuidos na pele, vasos sanguineos, musculos,
articulagbes e visceras, sendo sensiveis a estimulos nocivos ou
potencialmente danosos ao organismo (Gold e Gebhart, 2010). De modo
geral, as fibras aferentes primarias que geram e conduzem o0s impulsos
elétricos que codificam a informacdo proprioceptiva ou nociceptiva ao
sistema nervoso central sdo classificadas em fibras A e C. As fibras A
sdo mielinizadas e subdivididas de acordo com seu didmetro e
velocidade de condugdo, em a, B e 8. As fibras C ndo s8o mielinizadas e
geralmente apresentam didmetro menor que o de fibras A. Estudos de
correlacdo entre experiéncias sensoriais e 0 blogueio seletivo de
subtipos de fibras aferentes primarias demonstram que estas fibras
conduzem seletivamente a informacdo referente a diferentes
modalidades sensoriais. Aquelas de maior didmetro (fibras Aa e AB)
sdo normalmente associadas & geragdo e transmissdo de informacéo
proprioceptiva, enquanto as de menor didmetro e pouca (fibras A3) ou
nenhuma (fibras C) mielina sdo comumente importantes para a
percepcdo de alteracBes na temperatura e de estimulos nocivos de
diferentes naturezas (Julius e Basbaum, 2001). Porém, classificar fibras
como sendo nociceptivas apenas com base em seu pequeno didmetro ou
sua baixa velocidade de conducdo é inapropriado. Por exemplo,
neurdnios nociceptivos viscerais tém didmetro maior que 0s nédo
viscerais (Gold e Gebhart, 2010).

As subpopulages de neurbnios  nociceptivos  séo
frequentemente definidos com base na expressdo de alguns marcadores
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especificos. Dessa forma, a presenca dos neuropeptideos substancia P
(SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) define uma
subpopulacdo de fibras C peptidérgicas, que expressam ainda o receptor
tirosina quinase A (TrkA) para a neurotrofina NGF (fator de
crescimento do nervo). Outra subpopulacdo de fibras C pode ser
caracterizada por ndo expressar estes neuropeptideos, mas sim o
receptor tirosina quinase RET para a neurotrofina GDNF (fator
neurotrofico derivado de células gliais), sitios de ligacdo para a
isolectina B4 e o receptor P2X3 para as purinas. Porém, pode haver
diferencas na populacdo de fibras nociceptivas que inervam distintos
tecidos. Por exemplo, entre 0s neurdnios nociceptivos viscerais, a
proporcao de imunorreativos para CGRP e que expressam TrkA é maior
do que o verificado entre a populacdo de neurdnios cutaneos e, por
vezes, ha células que expressam marcadores das duas subpopulacdes
(como RET e TrkA). Recentemente, outros receptores tem sido
utilizados para identificar novos subtipos de neurdnios nociceptivos,
como os canais de sodio dependentes de voltagem NaV 1.7 e NaV 1.8 e
0s receptores de potencial transitério (TRP) TRPAL e TRPV1. Todavia,
em vista da distribuicdo variada destes novos marcadores entre as
diferentes subpopulagdes de nociceptores, a utilidade dos mesmos na
classificacdo de novas subclasses € ainda limitada (para revisao ver Gold
e Gebhart, 2010).

As fibras sensoriais nociceptivas aferentes primarias que
inervam a maior parte do organismo tém seus corpos celulares
localizados nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e estabelecem conexdes
sinapticas, com neur6nios nociceptivos de segunda ordem, na substancia
cinzenta do corno dorsal da medula espinhal. Estas Gltimas, por sua vez,
projetam axdnios que integram o0s tratos espinorreticular,
espinomesencefalico, espinotalamico e espinohipotalamico e transmitem
a informacdo nociceptiva para neurbnios terciarios em centros
encefélicos, incluindo a formacdo reticular, talamo e hipotadlamo, de
onde a informag8o é remetida ao cortex cerebral (Craig e Dostrovisky,
1999; Almeida et al., 2004).

Em contraste, as fibras sensoriais nociceptivas aferentes
primarias que inervam a regido da cabeca e da face integram os
diferentes ramos do nervo trigémeo e tém seus corpos celulares
agrupados no ganglio do trigémeo, também conhecido como ganglio de
Gasser. Tais neurdnios fazem sinapse com neurdnios de segunda ordem,
localizados nos nucleos sensoriais do tronco cerebral, que conduzem a
informac&o nociceptiva para diferentes nicleos talamicos (Dostrovisky,
2000). O nervo trigémeo integra 0 quinto par dos nervos cranianos e
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possui este nome por dividir-se em trés principais ramos: oftalmico,
maxilar e mandibular (Sessle, 2005).

As aferéncias do ganglio do trigémeo se projetam para o
complexo sensorial do trigémeo, que é formado pelos nlcleos sensoriais
principal e espinhal, localizados no sistema nervoso central, na altura da
ponte. O nucleo principal recebe, majoritariamente, informacfes de
axdnios de maior didmetro relacionados ao tato discriminativo ou
epicritico (discriminagdo de dois pontos em contato com a pele) e, em
menor parcela, informacdo protopatica (sensibilidade pouco precisa ao
tato, temperatura e pressdo). O nlcleo espinhal é uma continuacao
caudal do nacleo principal, recebe principalmente informacédo
nociceptiva, incluindo aquela associada a dores de cabeca do tipo
enxaqueca, e subdivide-se em trés subnucleos: oral, interpolar e caudal
(Figura 1) (Mascaro et al., 2008; Woda, 2003). A percepcao dolorosa é
transmitida principalmente ao nicleo espinhal caudal. A parte ventral de
todos os nucleos compreende principalmente aferéncias dos neurdnios
gue possuem campos receptivos da regido inervada pelo ramo oftalmico.
Ja as regides dorsal e medial de todos os nlcleos recebem projecdes de
neurdnios cujos campos receptivos estdo situados nas regides inervadas
pelos ramos mandibular e maxilar, respectivamente (Sessle, 2005).

Vi
Génglio de Gasser —\-\

Nicleo Principal
Nicleo Oral

Nicleo Interpolar
4°Ventriculo

Nicleo Caudal

Figura 1. Vista dorsal do tronco encefalico com desenho esquematico do complexo sensorial
do trigémeo. Divisdes do ndcleo espinhal: caudal, interpolar e oral. Nicleo Principal. Raizes
sensoriais do nervo do trigémeo: V1 — nervo oftalmico, V2 — nervo maxilar e V3 — nervo
mandibular. Ganglio do trigémeo (ganglio de Gasser) (Adaptado de Woda, A., 2003).

A grande maioria das fibras aferentes primarias Ad e C
transmitem informacdo nociceptiva da regido orofacial para o nlcleo
espinhal caudal, projetando-se principalmente para as laminas I, 1I, V e
VI, enquanto as fibras Ao e B de maior calibre, que conduzem a
informacdo proprioceptiva, projetam-se para as ldminas IlI-VI. A
estrutura do nucleo espinhal caudal é subdividida em laminas, a



5

semelhanca do corno dorsal da medula espinhal, o que o distingue
morfologicamente dos outros ndcleos trigeminais que apresentam uma
estrutura mais uniforme. Além disso, este ndcleo é o Unico do complexo
sensorial do trigémeo que possui substancia gelatinosa (envolvida na
modulacdo nociceptiva) (para revisao ver Sessle, 2005).

O controle inibitério da percepcdo de estimulos nocivos da
regido orofacial pode ser modulado por diferentes regiGes do tronco
encefalico e centros superiores cerebrais como o nicleo espinhal caudal,
substancia cinzenta periaquidutal, nicleo magno da rafe, area pré-tectal
anterior e area parabraquial do tronco encefalico e cortex sensorimotor.
Estas estruturas exercem sua acdo inibitéria mediante a liberacdo de
mediadores quimicos como a serotonina, encefalinas e GABA (Sessle,
2000; Sessle, 2005).

1.2. Dor Neuropética

Com o aumento da expectativa geral de vida e da sobrevida dos
pacientes com disfuncBes dolorosas, como consequéncia do rapido
avanco na prevencdo, diagnostico e intervencdes das doengas, a
demanda por medicacdes para o tratamento de dor tem aumentado.
Dessa forma, instituicbes de pesquisa, organizacBes de salde e a
industria farmacéutica tém investido em pesquisas que desvendem
melhor 0s mecanismos de percepcdo da dor e identifiquem novos alvos
para tratar dores especificas (dor do cancer e dor neuropatica, entre
outras). Dentre as diversas modalidades de dor crénica, destacamos a
dor neuropdtica que ainda carece de terapias que Ihe déem resolucéo
satisfatdria, o que prejudica a qualidade de vida do paciente e gera altos
custos para o servico de saide (Luo, 2004).

A dor neuropética ¢ definida pela IASP como “dor iniciada ou
causada por uma lesdo primaria ou disfungdo do sistema nervoso”. Ela
geralmente se apresenta como uma dor persistente, intensa e, em alguns
casos, espontanea, associada a sensagdes de queimacdo e alfinetadas,
acompanhada freqiientemente por hiperalgesia e/ou alodinia (Finnerup e
Jensen, 2004). Essas manifestacBes ocorrem principalmente devido a
alteracbes morfofuncionais ocorridas na medula espinhal (Coderre et al.,
1993; Ji e Woolf, 2001). O dano ou disfuncdo neural pode manifestar-se
por sintomas negativos (perda sensorial), assim como por sintomas
positivos (parestesia, hiperalgesia) (Chong e Bajwa, 2003). Geralmente,
a dor neuropética se manifesta dias ou meses ap6s a lesdo inicial, ainda
na auséncia de anormalidades clinicas ou radiogréaficas identificaveis, e
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sua intensidade pode variar de pessoa para pessoa, de nervo para nervo,
entre homens e mulheres e com a idade.

Em algumas situacdes, a dor neuropética pode se estender para
além dos limites do campo receptivo dos nervos lesados, manifestando-
se bilateralmente, o que sugere alteracBes nos mecanismos centrais de
processamento da informacdo nociceptiva (Coderre et al., 1993). Dentre
as alteracOes centrais que ocorrem na dor neuropatica, podemos citar a
perda neuronal, principalmente das fibras do tipo C, devido a sua
compressdo. Com isso, as terminagdes centrais das fibras AP, que
normalmente restringem-se a lamina Il do corno dorsal da medula
espinhal sofrem um rearranjo, brotando para as laminas mais
superficiais da medula (I e Il), ocupando 0s espagos anteriormente
preenchidos pelas terminagdes centrais das fibras C. As novas sinapses
formadas entre fibras AP e neurdnios nociceptivos secundarios passam
entdo a gerar informacgdo que é erroneamente decodificada no encéfalo
como sendo nociceptiva (Woolf et al., 1995; Tandrup et al., 2000).

As fibras C também podem ser sensibilizadas por estimulacdo
repetitiva, resultando em uma prolongada descarga no corno dorsal da
medula espinhal. Este fendmeno é conhecido como wind up (Herrero et
al., 2000), que é caracterizado pelo aumento progressivo no nimero de
potenciais de acdo de neurdnios do corno dorsal evocados por estimulo
(Liu et al., 2000). Episddios de wind up podem levar & potenciacdo de
longo prazo (Long-Term Potentiation, LTP), que consiste em reforco
persistente da eficiéncia da transmisséo sinaptica (Pockett, 1995), e seu
surgimento parece decorrer do aumento na expressao de canais de sédio
dependentes de voltagem e da diminuicdo na expressdo de canais de
potassio que ocorre em resposta a lesdo neural (Baron, 2006).

Os canais de sodio dependentes de voltagem expressos no
sistema nervoso sdo divididos em dois grupos de acordo com sua
sensibilidade a tetrodotoxina, sendo assim classificados como canais de
sodio sensiveis ou resistentes a tetrodotoxina. Os primeiros sdo
expressos preferencialmente por fibras de didmetro médio a grande,
enquanto que os Ultimos sdo encontrados principalmente em fibras C, e
ambos tém sua expressdo alterada apds a lesdo de nervos ou axotomia
(Akopian et al., 1996; Cummins e Waxman, 1997). Ambos 0s canais
parecem ser 0s principais responsaveis pela geracdo dos disparos
ectopicos, que contribuem para a dor espontanea e sensibilizacdo de
neurbnios periféricos e centrais (Woolf, 2004). Outras alteragdes
responsaveis pela dor cronica sdo a diminui¢cdo da neurotransmissao
inibitéria na medula espinhal, especialmente a GABAérgica (Woolf,
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2004), bem como a reducdo da eficacia analgésica dos opidides
enddgenos (Zhang et al., 1998).

A exemplo do que acontece no processo inflamatdrio, na dor
neuropética, a acdo dos mediadores excitatérios sobre seus receptores,
tanto em neurdnios periféricos quanto centrais, inicia uma cascata de
sinalizacdo que culmina na manutencdo do potencial de acdo. Dessa
forma, o envolvimento das células gliais periféricas na dor neuropatica
parece estar relacionado a liberacdo de mediadores inflamatérios
(Moalem e Tracey, 2005; Baron, 2006). Frequentemente a dor
neuropatica esta associada a alteragbes na expressdao génica de
receptores, canais iénicos, proteinas intracelulares, neuromoduladores e
mediadores de sinalizacdo extracelular, entre outros. O melhor
entendimento dos caminhos de sinalizagdo intracelular em neurdnios e
células gliais que contribuem para a dor neuropatica podem revelar
novos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na génese desta
desordem. Estes mecanismos incluem indugdo da sensibilizacdo atraves
da regulacdo pds-transcricional de moléculas envolvidas na percepcao
sensorial de neurbnios centrais e periféricos, particularmente a
nocicepcdo, e a manutengdo da sensibilizacdo por regulacdo
transcricional. Tudo isso mediado pela acdo de multiplas proteinas
quinases (para revisdo ver Ji e Strichartz, 2004).

O primeiro exemplo de hiper-sensibilizacdo evocada por
estimulos é a sensibilizacdo central das fibras aferentes do tipo C, que
resulta na percepcdo dolorosa a estimulos inécuos. Esta alteragdo é uma
manifestacdo direta de mudancas pés-transcricionais dependentes de
ativacdo de neurbnios da medula espinhal. A liberacdo pré-sinaptica de
glutamato, SP e BDNF (fator neurotréfico derivado do encéfalo)
também resulta em mudancas na transducdo de sinal nociceptivo em
neurbnios da medula espinhal, como resultado da ativagdo direta ou
indireta de canais idnicos ativados por ligantes (NMDA, NK1 e TrkB).
Porém, a maior alteracdo pos-transcri¢do que ocorre na medula espinhal
sdo os prostanoides (prostaglandina E (PGE), prostaciclinas e receptores
IP), que podem ser liberados de sitios pré- e pds-sinapticos. A ativacdo
destes maltiplos receptores resulta no aumento do calcio intracelular e
consequente ativacdo de enzimas dependentes de calcio, proteina
quinase A (PKA) e tirosina quinase (TrK). O alvo dessas diferentes
quinases sao receptores acoplados a membrana, canais idnicos (NMDA
e AMPA), incluindo a ativacio da sintase de Oxido nitrico neuronal,
producdo de prostaglandinas com geracdo de sinais retrdgrados para o
terminal pré-sindptico. Todos juntos estes fatores contribuem para a
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indugdo e manutengdo da dor neuropética (para revisdo ver Woolf e
Costigan, 1999).

As principais causas de dor neuropética sdo: lesdes traumaticas
de nervos, infeccdo por Herpes zoster, diabetes, radioterapia,
guimioterapia, alcool, AIDS, doencas auto-imunes (esclerose multipla,
mielopatias infecciosas e degenerativas), deficiéncia de vitamina do
complexo B, lesGes isquémicas, compressdo neural, tumores,
degeneracdo distal e doenca de Parkinson (Galvéo, 2005).

Uma vez diagnosticada, a dor neuropética pode ser classificada
de acordo com as seguintes caracteristicas:

. Localizacdo - periférica ou central;

. Etiologia - trauma, isquemia ou hemorragia,
inflamacéo, metabdlica, neurotdxica,
neurodegenerativa, deficiéncia de vitamina, cancer;

. Sintomas/sinais - tipo de dor, perda ou ganho sensorial,
polineuropatias ou mononeuropatias;

. Mecanismos envolvidos - descargas ectopicas, perda da

inibicdo, sensibilizacdo periférica ou central. (Haanpaa
e Treede, 2010).

Pacientes com dor neuropatica geralmente sdo refratarios ao
tratamento com anti-inflamatérios ndo esteroidais e resistentes ou
insensiveis aos opidides quando os mesmos sdo utilizados com
frequéncia. As indicacBes farmacol6gicas descritas na literatura e
disponiveis comercialmente para o tratamento da dor neuropatica, nem
sempre funcionam para todos os pacientes ou apresentam efeitos
colaterais que limitam sua dosagem ou impossibilitam a continuidade do
tratamento. Dessa forma, varios outros fatores devem ser considerados
para a escolha de um farmaco especifico para um paciente com dor
neuropética, dentre eles: os potenciais efeitos colaterais associados a
medicagdo; potencial interagdo medicamentosa; co-morbidades que
podem ser melhoradas pelo efeito ndo analgésico do farmaco (distdrbios
do sono, depressdo, ansiedade); custo associado a terapia; potencial
risco de abuso da medicaco; risco de sobredosagem intencional. Todos
esses fatores devem ser priorizados de acordo com a necessidade de
cada paciente (Dworkin et al., 2007).

LaBuda e colaboradores (2005) demonstraram que a
hiperalgesia induzida pela ligadura do nervo espinhal em ratos, um
modelo de nocicepcdo neuropatica, foi revertida pelo tratamento com
gabapentina, amitriptilina e fluoxetina, mais ndo por indometacina.
Estes resultados pré-clinicos podem ser correlacionados com a eficacia
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dos farmacos de primeira escolha e a ineficécia do tratamento com anti-
inflamatorios ndo esteroidais utilizados em humanos com dor
neuropatica, validando a utilizacao de roedores para a pesquisa de novos
alvos terapéuticos. Portanto, embora muitos modelos experimentais ndo
reproduzam fielmente as alteragdes comportamentais observadas em
humanos, a eficacia de farmacos padrdo pode reforcar o valor preditivo
clinico de um modelo, quando o mesmo € utilizado para testar a eficacia
de potenciais novos farmacos.

Atualmente, duas classes de farmacos sdo recomendadas para
tratamento de dor neuropética, como primeira escolha: a) o0s
antidepressivos triciclicos (ATC; nortriptilina e desipramina) e
inibidores da recaptagdo de serotonina ou de noradrenalina (ISRSN;
duloxetina e venlafaxina); e b) os antiepiléticos (gabapentina e
pregabalina). Para pacientes com dor localizada recomenda-se ainda a
utilizacdo topica de lidocaina e capsaicina, embora sua eficacia em
estudos que o comparam com placebo seja modesta. Ja para crises de
dores neuropaticas aconselha-se a utilizacdo de analgésicos opidides,
como morfina, oxicodona, metadona, levorfanol ou tramadol. Apesar do
aumento recente nos estudos e debates sobre a utilizagdo continuada de
opidides no alivio de dores neuropaticas, o emprego cronico destes
farmacos ndo é recomendado por causa dos seus multiplos efeitos
colaterais que incluem constipacdo intestinal, dependéncia fisica,
tolerancia farmacodindmica e até mesmo em alguns casos hiperalgesia.
Estudos demonstram que a combinacdo de farmacos de diferentes
classes resulta em alivio mais eficaz da dor neuropatica, associado a
uma menor proporcdo de efeitos colaterais (Dworkin et al., 2007;
O’Connor e Dworkin, 2009; Télle, 2010; Attal e Finnerup, 2010).
Convém mencionar ainda que novos farmacos para utilizacdo na dor
neuropatica vém sendo testados, entre os quais se destacam os “patches”
de capsaicina, a toxina botulinica A e os agonistas de receptores
canabinoides (Attal e Finnerup, 2010).

E importante salientar que as recomendac@es para tratamento de
dor neuropatica mencionadas acima ndo sdo aplicaveis em pacientes
pediatricos ou com neuralgia do trigémeo (tic douloureux). As
recomendacbes para tratamento pertinentes a tais casos foram
especificadas recentemente (O’Connor e Dworkin, 2009), e a proxima
seccdo dedicada especificamente a neuralgia do trigémeo, abordara
também suas indicagdes terapéuticas.



10
1.3. Neuralgia do Trigémeo

A primeira descricdo da neuralgia do trigémeo, ou de uma
condicdo similar a ela, foi descrita no século Il A.C. por Aretaeus da
Capaddcia, contemporaneo de Galeno. Também conhecido por suas
descricGes de enxaqueca, ele fez referéncia a uma dor em espasmos com
distorcdo do semblante facial (Rose, 1999). No século XI, o médico
arabe Jujani mencionou uma dor facial unilateral causadora de espasmos
e ansiedade em seus escritos. Interessantemente, ele sugere que a causa
desta dor seria a proximidade da artéria ao nervo. Em 1756, Nicolaus
André utilizou o termo tic doulourex para descrever o que ele acreditava
ser uma nova doenga clinica. Em 1773, John Fothergill publicou o
primeiro relato contendo uma descricdo completa de um caso de
neuralgia do trigémeo, a que chamou de doenca de Fothergill. O
trabalho, que foi apresentado como artigo a sociedade médica de
Londres, descreve as caracteristicas tipicas da condi¢cdo em detalhes,
como dor facial unilateral paroxistica evocada pelo ato de comer, falar
ou tocar, de inicio e fim repentinos e associados a ansiedade.
Posteriormente, Trousseau (1853) denomina a neuralgia do trigémeo de
neuralgia epileptiforme (para revisdo ver Nurmikko e Eldridge, 2001;
Debta et al., 2010). Em 1988 a neuralgia trigeminal é inserida pelo
comité de classificacdo de cefaléias, da sociedade internacional de
cefaléias, no médulo 12 da classificacdo e critérios de diagnésticos das
cefaléias, neuralgias cranianas e dores faciais (Quesada et al., 2005).

Atualmente, a neuralgia do trigémeo é descrita como uma
condicdo intensamente dolorosa, geralmente unilateral, caracterizada
pela ocorréncia de ataques de dor lancinante e subita, paroxisticos e
recorrentes, do tipo choque, que é limitada a um ou mais ramos do nervo
trigémeo (“International Headache Society” — IHS, Nurmikko e
Eldridge, 2001). A dor ¢ comumente evocada por estimulos triviais
como lavar o rosto, fazer a barba, fumar, falar ou escovar os dentes, mas
também pode ocorrer espontaneamente (Krafft, 2008). A neuralgia do
trigémeo envolve, com maior freqliéncia, o ramo maxilar (35%),
seguido pelo mandibular (30%), ambos estes ramos (20%), 0s ramos
oftalmico e maxilar (10%), o ramo oftalmico (4%) e todos o0s trés ramos
trigeminais (1%). Manifestacdes bilaterais da condigdo sdo raras (3%).
A incidéncia anual da neuralgia do trigémeo é de cerca de 4,3 por cada
100.000 habitantes, com discreta predominéancia (3:2) no sexo feminino.
Geralmente acomete os individuos na faixa etaria entre os 60 e 70 anos,
sendo incomum antes dos 40 anos de idade (Krafft, 2008; Kleef et al.,
2009; Oliveira et al., 2009). Pacientes com hipertensdo arterial
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apresentam maior risco de desenvolver neuralgia do trigémeo que a
populacdo em geral (Nurmikko e Eldridge, 2001).

Os trés grandes ramos do par de nervos trigémeos, com suas
respectivas e extensas ramificagfes, sdo responsaveis pela inervacdo
somato-sensorial da cabeca e face. O ramo oftadlmico inerva testa,
palpebra, cdrnea, conjuntiva ocular, mucosas dos seios frontais,
etmoidais, esfenoidais e dorso do nariz. O ramo maxilar inerva labio
superior, porcOes 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 séo
puramente sensoriais, 0 terceiro ramo é formado por fibras sensoriais,
bem como fibras motoras responsaveis pela inervacdo dos musculos
mastigatorios (Usunoff et al., 1997; Voogd et al., 1998).

Tem sido proposto que a neuralgia do trigémeo origina-se da
desmielinizagdo do nervo, propiciando o desencadeamento de disparos
ectdpicos (Love e Coakham, 2001). Porém, cerca de 80 a 90% dos casos
classificados como idiopaticos (classica ou essencial) sdo causados por
compressdo do nervo trigmeo imediatamente na sua saida do tronco
encefalico, principalmente pela artéria cerebelar superior (Figura 2)
(Krafft, 2008; Nurmikko e Eldridge, 2001). Os casos restantes,
denominados de neuralgia secundaria, tém como causa lesbes
intracranianas que podem estar relacionadas a tumores, esclerose
maltipla, anormalidade da base craniana ou malformacdo vascular. Na
neuralgia secundéaria a dor pode ser continua ou na forma de ataques
prolongados (Bennetto et al., 2007).

Artéria Compressora \

<
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X

Figura 2. Compressao do nervo do trigémeo por uma
artéria em posicdo anormal no tronco encefalico
(adaptado de uma imagem cirurgica real).
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Na maioria dos casos, 0 diagndstico é apenas clinico, embora
estudos de imagem ou testes especializados possam ser necessarios em
pacientes com manifestaces atipicas, como idade inferior a 40 anos,
sintomas bilaterais, tontura ou vertigem, perda ou distarbio da audicéo,
episddios de dor com duracdo maior que dois minutos, dor fora da
distribuicdo do trigémeo e alteracGes visuais (Krafft, 2008).

Apesar de ser classificada como dor neuropética, a neuralgia do
trigfmeo demanda um tratamento diferenciado das outras formas de
neuropatia. Atualmente, a carbamazepina € o farmaco de primeira
escolha, embora o tratamento requeira acompanhamento com exames
clinicos constantes, por risco de causar efeitos colaterais graves, como
agranulocitose e anemia aplasica, (Wiffen et al., 2005; Attal e Finnerup,
2010). Quando h& efeitos colaterais intensos, é possivel substituir a
carbamazepina por seu analogo cetdnico, a oxcarbazepina, embora haja
risco de reacdo alérgica cruzada entre estes farmacos. Em casos nos
quais a carbamazepina promove alivio incompleto da dor, é possivel
adicionar um segundo agente ou troca-la por outro farmaco (Canvaro e
Bonicalzi, 2006; Gomez-Arguelles et al., 2008).

A gabapentina pode ser uma alternativa terapéutica Util em
casos de neuralgia do trigémeo resistentes a terapia tradicional, com
reducdo marcada ou remissdo da percepgdo dolorosa em 27% dos casos.
Este farmaco é considerado como medicagdo de segunda linha no
tratamento da neuralgia do trigémeo (Wiffen et al.,, 2005). A
gabapentina nédo reduz diretamente as descargas ectopicas no ganglio do
trigbmeo, mas interfere com a transmissdo nociceptiva no sistema
nervoso central, atuando sobre a subunidade 026 dos canais de céalcio
dependentes de voltagem (Lemos et al., 2008).

Pacientes com neuralgia do trigémeo que sdo intolerantes a
terapéutica medicamentosa, ou que ndo respondem as terapias
existentes, podem ser submetidos ao tratamento por procedimento
cirdrgico, que pode ser percutaneo ou aberto (Bennetto et al., 2007;
Krafft, 2008). As técnicas percutaneas consistem em compressdo por
baldo, rizotomia por radiofrequéncia, ou glicerol, ou radiocirurgia
estereotaxica com raios gama. Essas técnicas tém a vantagem de serem
pouco invasivas, de carater ambulatorial e isentas de efeitos colaterais
graves. Contudo, promovem perda da sensibilidade em grande parte dos
pacientes, bem como alivio menos duradouro que as intervengdes
cirdrgicas abertas. Estas ultimas sdo a rizotomia parcial e a
descompressdo microvascular, que envolvem a exploragdo da fossa
craniana posterior e maior risco de complicacBes graves, como
meningite, e morte (Ong e Keng, 2003). A descompressdo
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microvascular é considerada a técnica que promove alivio mais
duradouro, com controle da dor em mais de 70% dos pacientes por 10
anos (Tomasello et al., 2008).

Ainda ndo ha consenso sobre qual é o melhor tratamento para a
neuralgia do trigémeo: se o farmacoldgico ou o cirdrgico. Entretanto,
sdo aspectos importantes a considerar na escolha: o alivio da dor, sua
recorréncia e morbidade, bem como o risco de mortalidade (Ong e
Keng, 2003; Krafft, 2008). Portanto, assim como as dores neuropéticas
descritas anteriormente, a neuralgia do trigémeo ainda carece de uma
medicacdo realmente efetiva para utilizagdo cronica.

1.4. Modelos Experimentais Preditivos de Dor Neuropética

Na tentativa de melhor compreender os mecanismos envolvidos
na dor neuropatica, bem como identificar potenciais alvos terapéuticos
efetivos, diversos modelos experimentais vém sendo padronizados e
avaliados em animais. Estes modelos abrangem les6es tanto de nervos
periféricos (como ciatico, espinhais ou do plexo braquial), quanto
cranianos (nervo trigémeo), bem como suas ramificagdes. O primeiro
modelo cirdrgico de dor neuropéatica a ser desenvolvido foi o de
transeccdo completa do nervo ciatico (Wall et al., 1979), o qual foi
seguido pelos de ligacdo total (Bennett e Xie, 1988) ou parcial (Seltzer
et al., 1990) do mesmo nervo. Modelos cirlrgicos alternativos,
desenvolvidos posteriormente, incluem os de contricdo dos nervos
espinhais L5 e L6 (Kim e Chung, 1992), do nervo infraorbital (\Vos et
al., 1994), ou ainda o de avulsdo do plexo braquial (Rodrigues-Filho et
al., 2003). Todos estes modelos cirdrgicos, a excec¢do do Ultimo, causam
mononeuropatias. Também merecem destaque alguns outros modelos
que fazem uso de ferramentas farmacoldgicas para a indugdo de
polineuropatias, especialmente a diabetes persistente resultante da
administragdo de estreptozotocina ou aloxano, ou ainda a administracéo
subcrénica de quimioterapicos, como vincristina, cisplatina ou paclitaxel
(Flatters e Bennett, 2004).

A constricdo do nervo infraorbital em ratos é um dos modelos
animais utilizados para o estudo da neuralgia do trigémeo em ratos. Este
nervo é predominantemente sensorial, corresponde a quase toda divisdo
maxilar do trigémeo 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%) (Jacquin et al., 1984). Estudos prévios
demonstraram que ratos submetidos a constricdo do nervo infraorbital
desenvolvem hiperalgesia a estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos
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(Vos et al.,, 1994; Anderson et al., 2003). Recentemente, foram
padronizados dois novos modelos de neuralgia do trigémeo em
camundongos, que consistem na ligacdo parcial do nervo infraorbital
(Xu et al., 2008) e na ligagéo total do nervo mental (Seino et al., 2009).
Em ambos os estudos, 0s animais apresentam hiperalgesia mecanica
persistente.

Vaérios sistemas de neurotransmissores ou mediadores quimicos
enddgenos participam do desenvolvimento e manutengdo da dor
neuropética, tais como as endotelinas, diversas citocinas e as cininas
(Werner et al., 2007; Quintdo et al., 2008; Chichorro et al., 2009;
Werner et al.,, 2010; Austin e Moalen, 2010). Embora existam
evidéncias da participacdo das cininas em diferentes modelos de dor
neuropética, como na constri¢cdo do nervo ciatico (Ferreira et al., 2005),
ligacdo dos nervos espinhais (Werner et al., 2007) e avulsdo do plexo
braquial (Quintdo et al., 2008), o possivel envolvimento deste sistema
em um modelo de neuralgia do trigémeo ainda néo foi examinado.

1.5. Sistema das Cininas

O primeiro mediador integrante da familia das cininas a ser
descrito foi a bradicinina (BK), peptideo isolado por Rocha e Silva e
colaboradores (1949), gerada a partir do cininogénio presente em plasma
incubado com veneno da serpente Bothrops jararaca. O nome
bradicinina foi atribuido de modo a expressar sua lenta acdo contratil
sobre segmentos de ileo isolados de cobaia. O nonapeptideo BK e seu
homologo decapeptideo calidina (KD) sdo peptideos endogenos
vasoativos que exercem multiplas funcdes fisioldgicas, seja no controle
da pressdo arterial (por conta dos seus efeitos contrateis e relaxantes
sobre 0 musculo liso vascular), na resposta inflamatéria ou na inducéo
de nocicepgdo e hiperalgesia (Calixto et al., 2000; Couture et al., 2001).

A BK e a KD sdo sintetizadas a partir de precursores inativos
chamados de cininogénios, pela acdo das calicreinas, que sdo serino-
proteases encontradas nas formas plasmatica e tecidual. As calicreinas
diferem completamente em suas caracteristicas bioquimicas,
imunoldgicas e funcionais (Bhoola et al., 1992). A BK é produzida
principalmente no plasma a partir do cininogénio de alto peso
molecular, enquanto a KD é predominantemente formada nos tecidos a
partir do cininogénio de baixo peso molecular (Calixto et al., 2000;
Couture et al., 2001). Embora menos potentes que as calicreinas, as
enzimas tripsina, uropepsina e plasmina também podem sintetizar
cininas.
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A calicreina plasmatica é normalmente encontrada no plasma
na forma de um precursor inativo chamada pré-calicreina plasmatica,
complexado ao cininogénio de alto peso molecular e ao fator Xl da
cascata de coagulacdo. O precursor é clivado em calicreina pelo fator
XII da cascata de coagulacdo (fator de Hageman), quando este Gltimo é
convertido em fator Xlla por contato com superficies carregadas
negativamente, o que deflagra a producgéo de cininas. Ja a formacéo de
KD depende da conversdo de pré-calicreina tecidual em seu produto
ativo, em resposta a proteases liberadas durante lesdo tissular (Bhoola et
al.,, 1992; Marceau e Regoli, 2004). Em situacBes patoldgicas, as
cininas também podem ser produzidas por vias alternativas que
envolvem enzimas presentes em células inflamatorias. A formacdo de
BK a partir da acdo da elastase de neutrdfilos ou da triptase de
mastdcitos sdo exemplos de tais vias (Cassim et al., 2002; Campbell,
2003).

A exemplo de outros peptideos, uma vez formadas as cininas
sdo rapidamente metabolizadas por peptidases presentes nos tecidos e
fluidos. As enzimas mais relevantes nesse processo sdo: a) as cininases
I, representadas pela carboxipeptidase N (plasma) e a carboxipeptidase
M (membrana), que removem a arginina da porcdo C-terminal das
moléculas da BK e da KD, originando os metabdlitos ativos des-Arg®-
BK (DABK) e a des-Arg'°-KD (DAKD), respectivamente; b) as
cininases Il, da qual fazem parte a enzima conversora de angiotensina
(ECA), responséavel por clivar o dipeptideo Phe®-Arg® da bradicinina,
transformando-a em um metabdlito inativo, e a endopeptidase neutra
24.11 (neprilisina ou encefalinase), que cliva o dipeptideo C-terminal da
molécula de bradicinina de maneira semelhante a ECA; c¢) as cininases
A e B, a aminopeptidase P e a prolilcarboxipeptidase, que podem
inativar as cininas por hidrélise; e d) a aminopeptidase-N, que converte
KD em BK (Blais et al., 2000; Cassim et al., 2002; Fincham et al.,
2009). A Figura 3 apresenta uma visao esquematica destes processos.
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Figura 3. Sistema Cininérgico. BK: bradicinina, KD: calidina, DABK: Des-Arg®-BK; DAKD:
Des-Arg'°-KD (Adaptado de Fincham et al., 2009).

Os efeitos bioldgicos das cininas sdo mediados por receptores
especificos acoplados a proteinas G, que ativam preferencialmente a via
da fosfolipase C. Estes receptores sdo classificados de acordo com a
relativa poténcia dos seus agonistas em receptores B; e B, para cininas,
gue possuem homologia genética de apenas 36% entre si e cujas
expressdes e funcbes sdo reguladas diferentemente. O receptor B, é
expresso constitutivamente em diversos tipos celulares, no sistema
nervoso central e periférico, no endotélio vascular e em células
inflamatdrias. Sua atividade é finamente regulada pela sua ligacdo com
o0s agonistas BK e KD, que tém uma breve meia vida. Ja o receptor B; é
normalmente expresso em niveis muitos baixos, mas, em resposta a
varios mediadores inflamatorios, pode apresentar-se em quantidades
muito mais expressivas em neurbnios simpaticos, macrdfagos,
fibroblastos, células musculares lisas e do endotélio vascular. Os
agonistas endogenos do receptor B;, DABK e DAKD, ativam
persistentemente este receptor, uma vez que 0 mesmo ndo € prontamente
internalizado. Esta caracteristica do receptor B; € particularmente
importante quando 0 mesmo apresenta-se super expresso no tecido
lesado ou inflamado (para revisao ver Blais et al., 2000; Fincham et al.,
2009).

A regulacdo diferenciada dos receptores de cininas corresponde
aos seus diferentes papéis. O receptor B, estd principalmente envolvido
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na dor aguda, reacBes de inflamagdo aguda, formagdo de edema,
regulacdo da funcdo cardiovascular e broncoconstricdo, enguanto o
receptor B; estd envolvido na manutencéo da dor crénica, vasodilatacéo,
extravasamento plasmatico, acimulo de neutrofilos e liberacdo de
mediadores como IL-6, IL-1p e TNF-0, que sustentam a resposta
positiva entre a expressao do receptor B; e a inflamacdo (Mombouli e
Vanhoutte, 1999; Abraham et al., 2006).

Nos ultimos quatro anos, foram depositadas aproximadamente
50 novas patentes para antagonistas de receptores de cininas, sendo que
a grande maioria destas (> 93%) constitui antagonistas do receptor B;.
Entretanto, até o presente momento, o Unico farmaco destes que chegou
a ser comercializado foi o Icatibante, um decapeptideo hidrofilico
antagonista seletivo para receptores B,. Resultados obtidos em modelos
in vitro e in vivo suportam eficicias terapéuticas potenciais de
antagonistas do receptor B, na osteoartrite (Meini e Maggi, 2008),
doencas inflamatorias das vias aéreas (Blaners et al., 1998) e nas crises
de angioedema hereditéario (Bork et al., 2008). Estudos pré-clinicos tém
indicado que os antagonistas do receptor B; podem ser utilizados para o
tratamento da nocicepcao associada a lesdo tecidual e inflamacgéo (Chen
e Biswas, 2008). Dessa forma, a inflamacdo cronica e a dor neuropatica
parecem constituir os principais alvos terapéuticos vislumbrados para
estas drogas (para revisao ver Fincham et al., 2009).

1.6. Dinorfina A (1-17) como Mediador Hiperalgésico

Em 1981, Goldstein e colaboradores identificaram a sequéncia
completa da dinorfina A (1-17), originada da por¢do N terminal de um
precursor contendo 32 aminoacidos (a big-dinorfina), que também
origina a dinorfina B da sua porcéo C terminal, a partir da clivagem de
uma ligacdo Lys-Arg especifica. Tanto a dinorfina A quanto a dinorfina
B apresentam em sua cadeia peptidica 0s primeiros cinco aminoacidos
que caracterizam a Leu-encefalina. A caracterizacdo da pro-dinorfina
acabou revelando ainda a presenca da a- e B-neodinorfina, bem como de
seus respectivos fragmentos biologicamente inativos por nao
apresentarem a porcdo Leu-encefalina (para revisdo ver Schwarzer,
2009).

As dinorfinas estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso
central e exercem fungdes variadas, participando na regulagdo dos
sistemas neuroenddcrino, termorregulador, locomotor, cardiovascular,
respiratério, e de controle sobre comportamento alimentar, reatividade
ao estresse, controle emocional e modulacdo da dor (Fallon e Leslie,
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1986; Wee e Koob, 2010). A dinorfina A (1-17) é um dos maiores
fragmentos proteoliticos com atividade opidide, que promove seus
efeitos em grande parte através da ativacao de receptores opiodides kappa
inibitérios localizados em neur6nios. In vivo, a dinorfina A (1-17)
apresenta meia vida bioldgica curta, pois é convertida rapidamente apos
a sua liberacdo em um fragmento des-tirosil desprovido de acdes
opidides, por acdo de aminopeptidases. Em contraste aos demais
peptideos derivados da prd-dinorfina, a dinorfina A (1-17) promove
alguns efeitos que envolvem acdes excitatorias e excitotdxicas em
neurbnios e independem de mecanismos sinalizados por receptores
opidides (Lai et al., 2008).

As cisteino-proteases também parecem importantes na
degradacdo da dinorfina, em um processo que origina encefalinas. A
clivagem de dinorfina A, por cisteino-proteases purificadas da medula
espinhal de bovinos e humanos, origina Leu-encefalina-Arg® e Leu’-
encefalina, que, a exemplo de outras encefalinas, sdo agonistas seletivos
de receptores opidides & (Silberring e Nyberg, 1989; Silberring et al.,
1992, 1993). Entretanto e paradoxalmente, a administracdo do inibidor
de cisteino-proteases p-hidroximercuribenzoato (PHMB), em dose que
blogueia a degradacdo da dinorfina em homogenato de cérebro,
potencializou o efeito antinociceptivo da dinorfina A (0,5 nmol, i.c.v.)
no teste da formalina em camundongos (Tan-No et al., 2001, 2005).
Posteriormente, uma peptidase dependente de tiol que pode degradar
especificamente a dinorfina A, mas ndo outros peptideos (opiodides ou
n&o) foi descrita por Marinova e colaboradores (2004).

A administracdo sistémica ou intratecal de dinorfina A produz,
ao contrario das encefalinas ou endorfinas, pouca ou nenhuma
antinocicepcdo (Luo et al., 2008). De fato, a administraco intratecal da
dinorfina A, em baixas doses (< 15 nmol), promove comportamentos
nociceptivos como morder, lamber e cogar as patas traseiras, bem como
hipersensibilidade duradoura a estimulagdo mecénica (tatil) ou térmica
(calor) da regido (Vanderah et al.,, 1996). Doses intratecais mais
elevadas de dinorfina A causam paralisia motora associada a
manifestacdo de diversos sinais de neurotoxicidade central, incluindo
aumento da liberacdo de neurotransmissores excitatdrios e reducdes nas
populacdes de neurdnios sensoriais e motores, bem como de
interneurdnios espinhais (Faden, 1992; Skilling et al., 1992). Os efeitos
pré-nociceptivos e excitotdxicos da dinorfina A ndo sdo revertidos por
naloxona. Ademais, tais efeitos ndo sdo reproduzidos por outros
fragmentos da dinorfina como a dinorfina B e a neo-endorfina (Tan-No
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et al., 2002; Lai et al., 2008). Este quebra cabeca foi parcialmente
resolvido pela demonstracdo de que o pré-tratamento com MK-801, um
antagonista do receptor glutamatérgico NMDA, bloqueou a hiperalgesia
induzida pela administragéo intratecal de dinorfina A (Vanderah et al.,
1996; Laughlin et al., 1997).

Além dos trabalhos descrevendo a participacdo da dinorfina no
desenvolvimento e manutencdo da hiperalgesia associada a leséo
neuronal, artigos da literatura também sugerem sua participagdo nas
alteragBes nociceptivas provenientes da administracdo prolongada de
opidides (Tan-no et al., 2005).

Acredita-se que, em condi¢Ges normais, a dinorfina, presente
em interneurdnios do corno dorsal da medula espinhal (Botticelli et al.,
1981), estimule receptores opiodides localizados em fibras aferentes
primarias e neurdnios do trato espinotalamico para limitar respostas a
estimulacdo nociva, através de ativacdo indireta de canais retificadores
de potassio acoplados a proteina G (GIRK) e inibi¢do de canais de
calcio sensiveis a voltagem (VSCC) (Lai et al., 2001). Contudo, quando
h& lesdo tecidual ou nervosa, a estimulagdo nociceptiva persistente induz
superexpressao da dinorfina em interneurénios do corno dorsal da
medula espinhal, que passam a liberd-la em grande quantidade,
promovendo ativacdo excessiva de proteinas quinase C (PKC) e de
VSCC, o que facilita a liberacdo de neurotransmissores excitatérios
pelas fibras aferentes primarias, como SP e CGRP (Figura 4) (para
revisdo ver Lai et al., 2001).

O sitio de ligacdo que medeia esses efeitos ainda €
desconhecido. Porém, sabe-se que o0 aumento da neurotransmissao
potencializa a atividade dos receptores pds-sinapticos glutamatérgicos
ampa/cainato e NMDA por fosforilagdo do receptor dependente de
calcio/PKC. Isto ocorre em parte, devido a ativacdo do receptor de SP
(NK1R) via fosfolipase C (Lai et al., 2001). Outro alvo para a atuacdo
da dinorfina no receptor NMDA é o sitio de glicina (Zhang et al., 1997).
Além disso, a interagdo dinorfina-NMDA pode ser dependente de pH
(Kanemitsu et al., 2003). A translocacdo da dinorfina através da
membrana plasmatica para atuar em um alvo efetor intracelular também
tem sido sugerida (Marinova et al., 2005).
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Figura 4. Possiveis mecanismos pelos quais a dinorfina participa na manutencéo da dor
neuropatica. Sob condiges normais (painel esquerdo) e apds o dano (painel direito). VSCC:
canais de calcio sensiveis a voltagem, GIRK: canais retificadores de potassio acoplados a
proteina G, NMDAR: receptores NMDA, AMPAR/KAIR: receptores AMPA/cainato, NK1R:
receptor da SP, OR: receptores opidides, PKC: proteina quinase C, SP: substancia P, CGRP:
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, PLC: fosfolipase C (Adaptado de Lai et al.,
2001).

O aumento da expressdo da dinorfina A na medula espinhal
pode ser observado em multiplos modelos experimentais de dor e/ou
inflamacg&o crénica, bem como apds o tratamento crénico com opidides
(Gardell et al., 2005). Em um modelo experimental de dor inflamatdria,
a hiperalgesia térmica observada 3 dias ap6s a injecdo unilateral de CFA
na pata traseira de ratos foi bloqueada pela administracdo intratecal do
antissoro anti-dinorfina A, DALBK ou HOE-140 (antagonistas de
receptores B, e B, para cininas, respectivamente), em um momento que
coincide com aumento na expressao de dinorfina A no corno dorsal da
medula espinhal (Luo et. al, 2008). Além disso, este efeito hiperalgésico
da injecdo intratecal de dinorfina A esta ausente em camundongos com
delecdo génica para receptores B,, e o HOE-140 também bloqueia a
hiperalgesia induzida pela administracdo intratecal de dinorfina A (2-13)
(Lai et al., 2001; Lai et. al, 2006; Lai et al., 2008). Tais achados sugerem
gue receptores cininérgicos espinhais medeiam as acgdes pro-
nociceptivas espinhais da dinorfina A. A lesdo de nervos periféricos
também é acompanhada do aumento nos niveis espinhais de dinorfina e
de outros neuropeptideos (Dubner, 1991). No caso da dinorfina A, o
aumento dos niveis no corso espinhal dorsal manifesta-se 5 dias ap6s a
ligacdo do nervo ciatico, atingindo valores méximos em 10 dias e
mantendo os niveis elevados por semanas, periodo que coincide com o
das alteragdes sensoriais causadas pela lesdo (Kajander et al., 1990). Os
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niveis de RNA mensageiro (RNAm) para a pré-pro-dinorfina também
aumentam neste periodo (Draisci et al., 1991). Entretanto, a completa
transeccdo ou esmagamento do nervo ciatico induzem apenas pequenas
mudangas nos niveis do RNAm para a pré-pré-dinorfina (Draisci et al.,
1991), sugerindo que os disparos sustentados dos neurdnios aferentes
sdo importantes para a iniciacdo da super expressdo da dinorfina
espinhal (Lai et al, 2001).

Dessa forma, embora exista a nocdo geral de que concentragdes
elevadas de dinorfina atuem (de acordo com a classificacdo de opidides
enddgenos) inibindo a nocicepcdo cronica ap6s uma lesdo neuronal
(Kajander et al., 1990; Draisci et al., 1991), consideraveis evidéncias
apontam que, nestas condi¢Ges, a dinorfina atua como mediador
espinhal pré-nociceptivo. Neste sentido, a administracdo intratecal do
antissoro anti-dinorfina bloqueia o aumento da sensibilidade mecénica e
térmica induzido por ligacdo de nervos espinhais, sem alterar o limiar de
resposta de animais falso operados (Wagner e Deleo, 1996; Nichols et
al., 1997; Malan et al., 2000; Wang et al., 2001). Tais dados corroboram
a hipotese de que a super expressao da dinorfina é pro-nociceptiva e
importante para a manutencdo da dor neuropética experimental (Lai et
al., 2001).

1.7. Diferencas entre Neuralgia do Trigémeo e demais Neuropatias
periféricas

A relativa resisténcia do sistema trigeminal ao desenvolvimento
de neuropatia € uma observagdo clinica interessante que instiga
pesquisas pré-clinicas comparando as aferéncias dos sistemas trigeminal
e espinhais e suas suscetibilidades a desordens neuropaticas. O sistema
trigeminal parece ser programado para a perda temporaria de estruturas
por ela inervadas, durante o periodo pds-natal e relacionada a troca de
20 dentes deciduos, com discretos e passageiros periodos de dor
neuropética (Hargreaves, 2011).

As caracteristicas moleculares e neuroquimicas do ganglio do
trigémeo sdo muito similares, mas ndo idénticas, aquelas dos ganglios de
raizes dorsais. Estas estruturas possuem diferencas na origem de suas
células durante o desenvolvimento embrionario: as do ganglio do
trigémeo derivam da crista neural cefalica, de uma regido especializada
do ectoderma (placode trigeminal, Baker e Bronner-Fraser, 2001),
enquanto os de ganglios de raizes dorsais originam-se da crista da
medula espinhal (Thun et al., 2009). Porém, existem muitos aspectos
comuns nos mecanismos de transducdo e processamento da informacéo
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nociceptiva entre o sistema trigeminal e espinhal e sdo numerosos 0s
exemplos de fatores Unicos nos componentes periféricos e centrais do
sistema trigeminal, como a regulacdo da transcricdo de canais de sddio
apos lesdo neural (Hargreaves, 2011; Bongenhielm et al., 2000).

De modo geral, os mecanismos que contribuem para o
surgimento das alteracBes sensoriais neuropaticas ainda sdo pouco
entendidos e provém, principalmente, de estudos que empregaram
modelos de dor por leséo de nervos espinhais (Woolf et al., 1995; Lekan
et al., 1996). Além disso, devido as evidéncias de que a lesdo de nervos
espinhais ou trigeminais resulta em alteragdes anatémicas e funcionais
distintas, faz-se necessario avaliar se a dor neuropatica que se
desenvolve nestes dois modelos compartilha dos mesmos mecanismos.
Dentre as diferencas que ja foram demonstradas estdo o “brotamento” de
fibras nervosas simpaticas ao redor dos ganglios sensoriais
correspondentes, que parece ocorrer somente apés lesdo de nervos
espinhais, bem como na intensidade da atividade neuronal espontanea,
significantemente menor em ramos do trigémeo lesado (Benoliel et al.,
2001; Grelik et al., 2005).

Dessa maneira, pesquisas pré-clinicas e clinicas que avaliem a
dor orofacial aguda e crénica resultante da lesdo de ramos do nervo
trigémeo podem contribuir para aprofundar a compreensdo das
diferencas existentes em relacdo aos nervos aferentes dos segmentos
espinhais, bem como ao desenvolvimento estratégias mais eficazes de
tratamento de pacientes com dor orofacial (Fried et al., 2001; Robinson
et al., 2004).

Diversos trabalhos da literatura descrevem a participagdo dos
receptores B; e B, para cininas em diferentes modelos de dor
neuropética, o envolvimento da dinorfina A na inducdo de hiperalgesia
mecanica em ratos, e a interacdo entre 0s niveis elevados de dinorfina A
e a ativacdo de receptores para cininas no modelo de ligacdo dos nervos
espinhais. Diante disso, nosso projeto além de padronizar o0 modelo de
constricdo do nervo infraorbital em camundongos com a finalidade de
utilizar diferentes linhagens e animais nocautes, tem por finalidade
investigar a possivel participacdo dos receptores B, e B, para cininas na
neuralgia do trigémeo, a influéncia da dinorfina A exdgena sobre a
hiperalgesia orofacial e uma possivel interacdo entre os receptores de
cininas e dinorfina A nas alteracBes de sensibilidade nociceptivas
orofaciais.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar, através de
modelos comportamentais e por técnicas farmacoldgicas, o possivel
envolvimento dos receptores cininérgicos B; e B, nas alteragfes da
sensibilidade nociceptiva orofacial induzidas pela constrigdo do nervo
infraorbital (CNIO) em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos tragcados para o estudo foram:

. Padronizar 0 modelo de neuropatia orofacial induzida pela
CNIO em camundongos, mediante investigacdo do decurso
temporal do desenvolvimento de alteragdo sensorial nociceptiva
a estimulacdo mecanica e térmica na regido orofacial;

o Avaliar a influéncia do tratamento com farmacos comumente
utilizados na clinica para neuralgia do trigmeo nas alteracdes
sensoriais produzidas pela CNIO;

. Comparar as influéncias do tratamento prévio (no momento da
cirurgia) ou a posteriori com diferentes doses dos antagonistas
dos receptores B, e B, para cininas sobre o decurso temporal do
desenvolvimento das alteracGes sensoriais promovidas pela
CION.

. Analisar a influéncia da expresséo de receptores B;, receptores
B,, ou ambos 0s receptores, no desenvolvimento das alteracfes
sensoriais promovidas pela CION, através do emprego de
camundongos com delecdo génica para estas proteinas.

o Verificar a influéncia do peptideo enddgeno dinorfina A no
desenvolvimento e manutencdo das alteragbes sensoriais
nociceptivas induzidas pela CNIO, bem como a possivel
mediacdo dos seus efeitos por mecanismos operados por
receptores B; e B, para cininas, através do emprego de
antagonistas destes receptores.
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3. MATERIAIS

3.1. Animais

Os experimentos foram conduzidos utilizando camundongos
Mus muscullus machos da linhagem Swiss, pesando entre 25-35 g e
provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), ou fémeas da linhagem
C57BI/6 (do tipo selvagem e nocautes para os receptores B, e/ou B, para
cininas), pesando entre 20-30 g e gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Jodo Batista Calixto, do Departamento de Farmacologia da UFSC. Os
animais foram mantidos em condi¢8es 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 setorial para o
biotério laboratorial e alojados em caixas coletivas contendo 20
camundongos cada, no maximo. Os experimentos foram realizados
sempre durante a fase clara do ciclo em sala silenciosa e com
temperatura ambiente controlada. Todos os protocolos utilizados neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFSC (Processo nimero 23080.009342/2008-11).

3.2. Reagentes, Drogas e Solucdes

Foram empregados os seguintes reagentes, drogas e soluces:

. Acetato de Icatibante (HOE-140, Sigma, St. Louis, MO, USA);

. Antissoro  Anti-dinorfina A (1-13) (Bachem/Peninsula
Laboratories, Belmont, CA, USA);

) Carbamazepina (Sigma, St. Louis, MO, USA);

) Cloridrato de cetamina (Cetamin®, Syntec do Brasil Ltda., SP,
Brasil);

) Cloridrato de morfina (Sigma, St. Louis, MO, USA);

) Cloridrato de naloxona (Sigma, St. Louis, MO, USA);

) Cloridrato de xilazina (Xilazin®, Syntec do Brasil Ltda., SP,
Brasil);

. des-Arg’-(Leu®)-bradicinina  (DALBK, American Peptide

Company, Sunnyvale, CA, USA);
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Dihidrocloridrato de nor-Binaltorfimina (nor-BNI, Sigma, St.
Louis, MO, USA);

Dinorfina A (1-17) (Anaspec, Fremont, CA, USA);
Gabapentina (Neurontin®, Pfizer, SP, Brasil);

Indometacina (Sigma, St. Louis, MO, USA);

Maleato de dizocilpina (MK-801, Sigma, St. Louis, MO, USA);
Oxitetraciclina dihidratada (Terramicina®, Laboratorios Pfizer
Ltda., SP, Brasil);

Solucdo salina tamponada com fosfato (0,01 M de tampdo
fosfato, 0,0027 M de cloreto de potassio e 0,137 M de cloreto
de sddio, pH 7.4, a 25° C, phosphate-buffered saline — PBS,
Sigma, St. Louis, MO, USA);

Solugo estéril de NaCl 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica,
Aparecida de Goiania, GO);
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4. METODOS
4.1. Constricdo do Nervo Infraorbital

A constricdo do nervo infraorbital foi realizada conforme o
método utilizado por Chichorro e colaboradores (2006a, padronizada
por modificacdes da técnica primeiramente descrita por Vos et al.
(1994)). Os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina e
xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.). Ap6s o estabelecimento
da anestesia e realizagdo de assepsia da face com alcool iodado, foi feita
uma incisdo na pele abaixo do olho direito situada cerca de 3 mm
posterior a insercdo das vibrissas. Os musculos elevador do l&bio
superior e masseter superficial anterior foram afastados, para que fosse
exposta a porcdo rostral do nervo infraorbital, préxima a fissura
infraorbital. O nervo infraorbital foi dissecado cuidadosamente dos
tecidos adjacentes para permitir a colocacdo de duas amarras frouxas em
seu entorno, separadas aproximadamente 2 mm, com fio de seda 4.0. Os
tecidos foram suturados com o mesmo tipo de fio usado para a
confeccdo das amarras. Os animais do grupo falso-operado (Sham)
foram submetidos ao mesmo procedimento cirlrgico, porém o feixe
nervoso nao 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 recuperacéo da anestesia.

4.2. Testes Comportamentais

4.2.1. Estimula¢ao mecénica

Para a aplicacdo dos estimulos mecénicos, os animais foram
primeiro habituados por pelos menos 2 horas nas caixas de observacao.
Em seguida, foi realizada uma sessdo de selecdo prévia dos animais
baseada em suas respostas a repetitiva aplicagdo por 10 vezes com o
filamento de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting,
USA) de 0,04 g no centro da regido superior da cabeca do animal (local
que possibilita avaliar uma regido inervada pelo trigémeo sem a
necessidade de contencdo do animal) e 0,6 g no centro da superficie da
pata direita traseira do animal. Foi estabelecido um intervalo de no
minimo 30 s entre cada aplicacdo. Considerou-se como resposta positiva
dos animais a estimulagdo mecénica o comportamento de retirada rapida
(ataque/escape) da cabeca e reacfes de retirada da pata estimulada. O
somatdério do numero de reacGes de ataque/escape ou retirada da
cabeca/pata ap6s 10 aplicagbes do filamento foi considerado como
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indicativo da intensidade da nocicepgdo mecanica. Apenas animais que
apresentaram resposta nociceptiva entre 0 e 3 aplicagdes na sessdo de
selecdo prévia foram incluidos nos experimentos subseqiientes.

Para andlise do decurso temporal da alteracdo nociceptiva
mecanica, os animais foram estimulados em diferentes periodos apds a
cirurgia. Em outro bloco de experimentos, no 5° e 36° dia apds a
cirurgia, o limiar de resposta ao estimulo mecanico foi novamente
determinado (basal po6s-cirurgia — tempo 0). Em seguida, estes animais
receberam um dos diferentes tratamentos (ver abaixo) e foram avaliados
repetidamente em intervalos de 1 hora até o maximo de 4 horas.

4.2.2. Estimulacao térmica por calor

A ambientacdo do animal ocorreu na prépria caixa de
manutencdo, a qual foi colocada no minimo uma hora antes do teste na
sala de experimentacdo. Neste teste, 0s animais foram contidos pela méo
do experimentador e uma fonte de calor radiante (~50°) foi posicionada
aproximadamente 1 cm da area de insercdo das vibrissas. Em seguida,
foi registrado o tempo de laténcia para que 0s animais afastassem
vigorosamente a cabeca da fonte ou apresentassem movimentos rapidos
e consecutivos das vibrissas. Foram incluidos nos experimentos apenas
animais que apresentaram estas respostas entre 9 e 15 s a partir da
aplicacdo do estimulo.

Para avaliacdo do decurso temporal da alteracdo sensorial
nociceptiva térmica ao calor, a estimulacdo foi realizada em ambos os
lados da face, antes da cirurgia (basal pré-cirurgia) e em diferentes
periodos apds a cirurgia. Em outro bloco de experimentos, no 5° e 17°
dia apo6s a cirurgia, o limiar de resposta a estimulacéo térmica por calor
foi novamente determinado (basal pds-cirurgia — tempo 0) apenas no
lado ipsilateral. Em seguida, estes animais receberam um dos diferentes
tratamentos (ver abaixo) e foram avaliados repetidamente em intervalos
de 30 min até o maximo de 4 horas. No experimento em gue 0s animais
receberam o tratamento local, as avaliagbes foram realizadas nos
mesmos intervalos de tempo que as avaliagdes do decurso temporal.

4.2.3. Estimulacao térmica por frio

Para a realizacdo deste teste, os animais foram previamente
habituados as caixas de observacdo por aproximadamente 1 hora. Em
seguida, foi aplicado um spray de tetrafluoretano, por cerca de 1 s,
direcionado a regido inervada pelo nervo infraorbital (sobre a area de
insercdo das vibrissas). O tempo despendido pelos animais executando
movimentos de limpeza (grooming) facial bilateral durante os primeiros
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2 minutos que se seguiram a aplicacdo do estimulo frio foi registrado.
Foram inclusos nos experimentos apenas animais que apresentaram,
antes da realizagdo da constricdo, tempos basais de limpeza facial de <
15s.

Para avaliacdo do decurso temporal da alteracdo sensorial
nociceptiva térmica ao frio a estimulagdo foi realizada, em ambos os
lados da face, antes da cirurgia (basal pré-cirurgia) e em diferentes
periodos apds a cirurgia. Adicionalmente, em um grupo separado de
animais, foi posicionado um termémetro de contato sobre a superficie da
pele facial, de modo a mensurar a temperatura da face antes e
imediatamente apdés a aplicacdo do spray. Em outro bloco de
experimentos, no 5° e 25° dia ap0ds a cirurgia, o limiar de resposta a
estimulacdo térmica por frio foi novamente determinado (basal pds-
cirurgia — tempo 0) apenas no lado ipsilateral. Em seguida, estes animais
receberam um dos diferentes tratamentos (ver abaixo) e foram avaliados
repetidamente em intervalos de 30 min até o0 maximo de 4 horas. No
experimento em que 0s animais receberam o tratamento local, as
avaliacbes foram realizadas nos mesmos intervalos de tempo das
avaliacBes do decurso temporal.

4.2.4. Resposta hiperalgésica induzida por dinorfina A (1-17)

Com a finalidade de observar o desenvolvimento de alteracdo
sensorial nociceptiva orofacial induzida pela dinorfina A (1-17), a
mesma foi administrada pela via subaracnoide (entre a vértebra C1 e o
0sso occipital) na dose de 15 nmol/sitio (5 pL, Vanderah et al., 1996)
conforme metodologia descrita previamente para ratos por Fischer e
colaboradores (2005). A via subaracnoide também foi utilizada para
efetuar o tratamento prévio ou diério com diferentes drogas.

Os experimentos comportamentais nos quais foi avaliada a
influéncia dos tratamentos centrais (ver abaixo) sobre a hiperalgesia
induzida pela dinorfina A (1-17), foram realizados conforme
metodologia descrita anteriormente para observacdo das respostas
nociceptivas frente a estimulos térmicos (calor e frio) e mecanico. As
avaliacbes foram realizadas previamente a administracdo das drogas
(resposta basal - Pre), apés - nos periodos de 1, 4 e 6 horas - €
diariamente (1 avaliacdo) a partir das 24 horas por um periodo maximo
de 10 dias. Para avaliacdo dos tratamentos sistémicos (ver abaixo) 0s
experimentos foram realizados no 3° dia apés a administragdo da
dinorfina A (1-17).
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4.3. Tratamentos

Tanto para a avaliagdo do decurso temporal quanto para a
avaliacdo dos tratamentos investigados, diferentes grupos de animais
foram utilizados para cada estimulo aplicado — mecénico, térmico por
calor e térmico por frio — com a finalidade de evitar uma possivel
sensibilizacdo prévia do animal.

Apos a constricdo do nervo infraorbital os animais receberam,
em grupos distintos, os tratamentos listados abaixo pela via sistémica
tanto na fase inicial (5° dia) quanto na fase final (17° dia - calor; 25° dia
- frio; 36° dia - mecanico) da resposta hiperalgésica:

e Carbamazepina (antiepilético) - 10 e 30 mg/kg, via
intraperitoneal (i.p., Sahebgharani et al., 2006);

e Gabapentina (antiepilético) - 30 mg/kg, i.p. (Christense
etal., 2001);

e Morfina (agonista opidide) - 2,5 mg/kg, via subcutanea
(s.c.) (Chichorro et al., 2009);

e Indometacina (anti-inflamatério ndo esteroidal) - 4
mg/kg, i.p. (Chichorro et al., 2009);

e DALBK (antagonista do receptor B;) - 0,01 - 3
umol/kg, i.p. (Werner et al., 2007);

e HOE-140 (antagonista do receptor By) - 0,01 - 1
umol/kg, i.p. (Werner et al., 2007).

O tratamento local com os antagonistas DALBK e HOE-140 foi
realizado pela instilacdo de uma solugdo contendo 3 nmol das drogas ou
com o veiculo em um volume de 10 uL sobre o nervo infraorbital no
momento da cirurgia, logo apés a constri¢do (Quintdo et al., 2008).

Nos experimentos de hiperalgesia orofacial induzida pela
dinorfina A (1-17) foram administrados a diferentes grupos os seguintes
tratamentos:

e Sistémico - no 3° dia apds a administra¢do da dinorfina
A (1-17):
DALBK - 0,1 - 3 umol/kg, i.p. (Werner et al., 2007);
HOE-140 - 0,1 - 1 umol/kg, i.p. (Werner et al., 2007);
Naloxona (antagonista ndo seletivo dos receptores
opidides) - 10 mg/kg, i.p. (Chen et al., 2010);
nor-BNI (antagonista seletivo do receptor k opioide) -
10 mg/kg, s.c. (Koyama e Fukuda, 2010);
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MK-801 (antagonista do receptor glutamatérgico
NMDA) - 25 e 100 nmol/kg, i.p (Mao et al., 1992).
Central - pela via subaracnéide, em volume de 5 uL, 15
min antes da administracdo da dinorfina A (1-17):
DALBK - 25 e 50 nmol/sitio (Ferreira et al., 2002; Lai
et al., 2006);

HOE-140 - 10 e 100 pmol/sitio (Ferreira et al., 2002;
Lai et al., 2006);

Naloxona - 28 nmol/sitio (Vanderah et al., 1996);
nor-BNI - 87 nmol/sitio (Lawson et al., 2010);

MK-801 - 10 nmol/sitio (Vanderah et al., 1996);
Antissoro anti-dinorfina A (1-13) - 200 ug/sitio
(Gardell et al., 2004).

4.4, Analise Estatistica

Os resultados do presente estudo séo apresentados como média

+ erro padrdo da média de grupos de 5 a 10 animais. Em todos o0s
experimentos foram utilizados para a andlise estatistica os valores brutos
(nimero de respostas e tempo de laténcia ou grooming) obtidos durante
0 periodo de avaliagdo. Os dados obtidos foram analisados com
ANOVA de uma via (para avaliagdo dos tratamentos) e duas vias (para
avaliacdo do decurso temporal) para medidas repetidas seguida de teste
“post-hoc” de “Bonferroni” utilizando o programa estatistico GrafPad
Prism 4®. Em todas as andlises, diferencas com valores de P < 0,05
foram consideradas estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS
5.1. Avaliacéo do Decurso Temporal

5.1.1. Decurso temporal das variacfes de reatividade nociceptiva a
estimulacao mecanica

A CION induziu aumento persistente da reatividade dos
animais a estimulagdo mecénica da regido superior da cabega. A
hiperalgesia mecénica, avaliada através do numero de respostas a
aplicacdo repetida do filamento de von Frey (0,04 g) em relacdo ao valor
correspondente  registrado no grupo falso-operado, mostrou-se
significativa a partir do 5° dia ap0s a cirurgia, atingiu uma intensidade
maxima por volta do 19° dia e persistiu por até 36 dias (Fig. 5A).
Contudo, conforme ilustrado na figura 5B, a cirurgia de CION néo
alterou a reatividade dos animais a aplicacdo de estimulos mecénicos
(filamento de von Frey 0,6 g) a superficie plantar da pata traseira em
quaisquer dos periodos examinados, indicando que a cirurgia nédo
acarreta hiperalgesia mecéanica generalizada.
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Figura 5. Avaliacdo da estimulacdo mecdnica em camundongos Swiss submetidos a
CNIO. Decurso temporal da reatividade comportamental & estimulacdo mecanica avaliada na
regido inervada pelo nervo trigémeo (A) e na porgdo inferior da pata traseira direita (B). As
respostas dos animais a estimulacdo mecanica foram avaliadas antes (Pre) e em diferentes
periodos apods a cirurgia. Os valores representam o nimero de respostas (frente a 10 estimulos)
como comportamento de ataque/escape da cabeca ou comportamentos de retirada pata (n= 8 a
10 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo aos dados da estimulagio
mecanica do grupo sham (ANOVA de 2 vias para medidas repetidas, seguido pelo teste de
Bonferroni).
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5.1.2. Decurso temporal das variagdes de reatividade nociceptiva a
estimulacao térmica por calor

Quando o desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor foi
avaliado em ambos os lados da face de camundongos Swiss submetidos
ou ndo a cirurgia de CION, observou-se que O grupo constrito
desenvolveu hiperalgesia restrita ao lado ipsilateral da face. Esta
alteracdo sensorial manifestou-se de maneira significativa ja a partir do
2° dia ap6s a cirurgia e manteve-se aproximadamente neste mesmo
patamar de intensidade até o 17° dia, a partir do qual a laténcia de
resposta retornou aos mesmos niveis verificados no grupo falso-operado
(Fig.6 AeB).

5.1.3. Decurso temporal das variacdes de reatividade nociceptiva a
estimulacao térmica por frio

Os camundongos Swiss submetidos a cirurgia de CION
manifestaram hiperalgesia bilateral a aplicagdo do spray de
tetrafluoretano na regido orofacial. A aplicacdo deste estimulo a face dos
animais causou reducdo imediata da temperatura da superficie cutanea
de 31,1 + 0,3°C para 12,7 + 1,3°C (n = 8). A hiperalgesia desenvolvida
em ambos os lados da face foi semelhante em intensidade, com maximas
logo a partir do 5° dia de cirurgia, porém a duracio do fenémeno
pareceu ser maior do lado ipsilateral do que no contralateral. No lado
ipsilateral, o aumento no tempo de grooming facial persistiu em niveis
significantes até o 25° dia ap6s a cirurgia, pelo menos (Fig. 7A).
Contralateralmente, a hiperalgesia perdurou apenas até o 21° dia ap6s a
cirurgia (Fig. 7B).
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Figura 6. Avaliagdo da estimulacdo térmica por calor em camundongos Swiss submetidos
a CNIO. Decurso temporal da resposta hiperalgésica avaliada no lado ipsilateral (A) e
contralateral (B) a cirurgia. As respostas dos animais a estimulacdo térmica por calor foram
avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos apds a cirurgia. Os valores representam o tempo
de laténcia para que o animal afastasse vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou
apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (n= 6 a 7 animais por grupo).
Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo aos dados da estimulacéo ipsilateral do grupo sham
(ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 7. Avaliag8o da estimulacédo térmica por frio em camundongos Swiss submetidos a
CNIO. Decurso temporal da resposta hiperalgésica avaliada no lado ipsilateral (A) e
contralateral (B) a cirurgia. As respostas dos animais a estimulagdo térmica por frio foram
avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos apds a cirurgia. Os valores representam o tempo
despendido pelos animais executando movimentos de limpeza (grooming) facial bilateral
durante 2 minutos (n= 9 a 12 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relacéo aos
dados da estimulagdo do grupo sham (ANOVA de 2 vias para medidas repetidas, seguido pelo
teste de Bonferroni).
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5.2. Influéncia dos Tratamentos

5.2.1. Efeito do tratamento sistémico com carbamazepina, gabapentina,
morfina e indometacina sobre as alteragdes de reatividade nociceptiva
mecanica induzidas pela CNIO

Com a finalidade de melhor caracterizar a adequacdo do modelo
padronizado ao estudo dos mecanismos implicados na neuralgia do
trigémeo e de novas terapias potenciais, foram testados os efeitos de
farmacos indicados para tratamento clinico desta condicdo em dois
momentos, nas fases inicial e final da resposta hiperalgésica a cada tipo
de estimulo nociceptivo. Os farmacos testados incluiam: carbamazepina
(10 e 30 mg/kg, i.p.), que é o fa&rmaco de primeira escolha para tratar a
neuralgia do trigémeo; os farmacos Gteis no tratamento de outras formas
de dor neuropatica gapapentina (30 mg/kg, i.p.) e morfina (2,5 mg/kg,
s.c.); bem como o anti-inflamatério ndo-esteroidal indometacina (4
mg/kg, i.p.).

Na fase inicial da hiperalgesia mecénica (5° dia), entre as
drogas testadas, apenas a gabapentina ndo foi efetiva em reduzir de
maneira significativa o nimero de respostas de camundongos Swiss
submetidos a CNIO a estimulacdo mecanica (Figura 8). Porém, quando
0s mesmos tratamentos foram realizados no 36° dia apés a CNIO,
observou-se que apenas a maior dose de carbamazepina (30 mg/kg) foi
capaz de reduzir significativamente a hiperalgesia mecanica em 1 e 2
horas apds o tratamento, com inibicdo maxima de 55 + 16 %, 2 h apés o
tratamento (Figura 9).
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Figura 8. Efeito do tratamento com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., A), gabapentina
(30 mg/kg, i.p., B), morfina (2,5 mg/kg, s.c., C) e indometacina (4 mg/kg, i.p., D) sobre a
reatividade nociceptiva a estimulacdo mecanica no 5° dia apés a CNIO em camundongos
Swiss. As respostas dos animais a estimulagdo mecénica foram avaliadas previamente a
cirurgia (Pre), imediatamente antes (0) da administragdo dos farmacos e 1 h ap6s em intervalos
do mesmo valor por um maximo de 4 h. Os valores representam 0 nimero de respostas (frente
a 10 estimulos) como comportamento de ataque/escape da cabeca (n= 6 camundongos por
grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relago ao grupo constrito que recebeu apenas veiculo
(ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 9. Efeito do tratamento com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., A), gabapentina
(30 mg/kg, i.p., B), morfina (2,5 mg/kg, s.c., C) e indometacina (4 mg/kg, i.p., D) sobre a
reatividade nociceptiva a estimulagdo mecanica no 36° dia apés a CNIO em camundongos
Swiss. As respostas dos animais a estimulagdo mecanica foram avaliadas previamente a
cirurgia (Pre), imediatamente antes (0) da administragdo dos farmacos e 1 h apés em intervalos
do mesmo valor por um maximo de 4 h. Os valores representam o nimero de respostas (frente
a 10 estimulos) como comportamento de ataque/escape da cabeca (n= 6 camundongos por
grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relago ao grupo constrito que recebeu apenas veiculo
(ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).

5.2.2. Efeito do tratamento sistémico com carbamazepina, gabapentina,
morfina e indometacina sobre as altera¢des de reatividade nociceptiva
a estimulacdo térmica por calor induzidas pela CNIO

Administrados no 5° dia ap6s a CNIO, a carbamazepina (10 e
30 mg/kg, i.p.), a gapapentina (30 mg/kg, i.p.), a morfina (2,5 mg/kg,
s.c.) e a indometacina (4 mg/kg, i.p.) foram todos capazes de reduzir de
maneira significativa a hiperalgesia térmica ao calor presente no lado
ipsilateral & constricdo (Figura 10). Parece pertinente ressaltar que a
maior dose de carbamazepina foi o tratamento que causou o efeito anti-
hiperalgésico mais duradouro, que se estendeu até 3 h ap6s sua
administragéo (Figura 10A).
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Ja quando os mesmos tratamentos foram realizados no 17° dia
apos a CNIO, verificou-se que a indometacina havia perdido seu efeito
anti-hiperalgésico (Figura 11D), enquanto o da gabapentina, que no 5°
dia chegou a durar por até 2,5 h (Figura 10B), perdurou por apenas 30
min ap6s sua administracdo (Figura 11B). J& a maior dose de
carbamazepina (30 mg/kg) mantém a mesma magnitude de atividade
anti-hiperalgésica, apesar da mesma ser abreviada em 50% na sua
duragdo (de 3 h no 5° dia para 1,5 h no 17° dia), enquanto a menor dose
de carbamazepina (10 mg/kg) mostrou-se desprovida de efeito anti-
hiperalgésico (Figura 11A). Por outro lado, neste momento mais tardio,
a morfina mantém o mesmo perfil anti-hiperalgésico que apresenta no
periodo inicial (Figura 11C).
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Figura 10. Efeito do tratamento com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., A), gabapentina
(30 mg/kg, i.p., B), morfina (2,5 mg/kg, s.c., C) e indometacina (4 mg/kg, i.p., D) sobre a
reatividade nociceptiva & estimulacdo térmica por calor no 5° dia apés a CNIO em
camundongos Swiss. As respostas dos animais a estimulacdo térmica por calor foram
avaliadas previamente a cirurgia (Pre), antes (0) e em intervalos de 30 min por um maximo de
4 h apds o tratamento. Os valores representam o tempo de laténcia para que o animal afastasse
vigorosamente a cabega da fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos e consecutivos
das vibrissas (n= 6 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relacéo aos dados da
estimulacéo ipsilateral do grupo constrito que recebeu apenas veiculo (ANOVA de 1 via de
medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 11. Efeito do tratamento com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., A), gabapentina
(30 mg/kg, i.p., B), morfina (2,5 mg/kg, s.c., C) e indometacina (4 mg/kg, i.p., D) sobre a
reatividade nociceptiva a estimulagdo térmica por calor no 17° dia apés a CNIO em
camundongos Swiss. As respostas dos animais a estimulagdo térmica por calor foram
avaliadas previamente a cirurgia (Pre), antes (0) e em intervalos de 30 min por um méaximo de
4 h ap6s o tratamento. Os valores representam o tempo de laténcia para que o animal afastasse
vigorosamente a cabega da fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos e consecutivos
das vibrissas (n= 6 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo aos dados da
estimulacéo ipsilateral do grupo constrito que recebeu apenas veiculo (ANOVA de 1 via de
medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).

5.2.3. Efeito do tratamento sistémico com carbamazepina, gabapentina,
morfina e indometacina sobre as alteracfes de reatividade nociceptiva
a estimulacao térmica por frio induzidas pela CNIO

Diferentemente do que foi visto com relacdo a fase inicial da
hiperalgesia mecanica, a resposta hiperalgésica de camundongos ao frio,
no 5° dia apds a CNIO, foi reduzida de maneira estatisticamente
significante por todos os quatro tratamentos, inclusive aquele com
gabapentina (Figura 12). Outro aspecto que diferencia a hiperalgesia ao
frio, daquela que se desenvolve ao calor e ao estimulo mecénico, é que a
fase tardia da alteragdo sensorial (25° dia ap0s a cirurgia) mostrou-se
suscetivel a reducdo por cada um dos 4 tratamentos. Notadamente, no
25° dia ap6s a CNIO, ambas as doses de carbamazepina (Figura 13A)
tiveram a duragdo dos seus efeitos anti-hiperalgésicos ampliados (de 1 h
no 5° dia para 1,5 h no 25° dia na dose de 10 mg/kg; de 1 h no 5° dia
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para 3,5 h no 25° dia na dose de 30 mg/kg). Tanto a gabapentina (30
mg/kg), quanto a morfina (2,5 mg/kg) mantiveram os mesmos perfis de
efeito anti-hiperalgésico que haviam apresentado no 5° dia apds a CNIO
(Figuras 13B e 13C). Ja a indometacina (4 mg/kg) apresentou reducéo
na duracdo do seu efeito anti-hiperalgésico, de 1,5 h no 5° dia para
apenas 30 min no 25° dia (Figura 13D).
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Figura 12. Efeito do tratamento com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., A), gabapentina
(30 mg/kg, i.p., B), morfina (2,5 mg/kg, s.c., C) e indometacina (4 mg/kg, i.p., D) sobre a
reatividade nociceptiva a estimulagdo térmica por frio no 5° dia apés a CNIO em
camundongos Swiss. As respostas dos animais a estimulacéo térmica por frio foram avaliadas
previamente a cirurgia (Pre), antes (0) e em intervalos de 30 min por um méaximo de 4 h apés o
tratamento. Os valores representam o tempo despendido pelos animais executando movimentos
de limpeza (grooming) facial bilateral durante 2 minutos (n= 6 animais por grupo). Asteriscos
denotam p<0,05 em relacdo aos dados da estimulagdo do grupo constrito que recebeu apenas
veiculo (ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).



42

-O-Sham + Veiculo
x —8—-CNIO + Veiculo ‘ B ~O-Sham + Veiculo
~-CNIO + Carbamazepina 10 mg/kg 50 -8-CNIO + Veiculo

~4—CNIO + Carbamazepina 30 mg/kg

—&—CNIO + Gabapentina 30 mg/kg

z 0

5 5

- s

w b w 3

o o

£ 2 £2

; :

g 10 g

o 2

0] O o
— T T T T T T — 77— 77—
Pre 0 30 60 90 120 150 180 210 240 Pre 0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tempo (min) Tempo (min)

C  ~O-Sham + Veiculo D ~O-Sham + Veiculo

- 50 -8-CNIO + Veiculo _. 50 -8-CNIO + Veiculo

= 4 —4—CNIO + Morfina 2,5 mg/kg f" 40 —&— CNIO + Indometacina 4 mg/kg

2 s

o o

S 30 & 30

o

£ 2 _E’ 20:

13 £

o

g 10 g 10

o 4

O o 9
— —T — ——TT ——T T —T T —
Pre 0 30 60 90 120 150 180 210 240 Pre 0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 13. Efeito do tratamento com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., A), gabapentina
(30 mg/kg, i.p., B), morfina (2,5 mg/kg, s.c., C) e indometacina (4 mg/kg, i.p., D) sobre a
reatividade nociceptiva a estimulagdo térmica por frio no 25° dia ap6s a CNIO em
camundongos Swiss. As respostas dos animais a estimulagéo térmica por frio foram avaliadas
previamente a cirurgia (Pre), antes (0) e em intervalos de 30 min por um méaximo de 4 h apés o
tratamento. Os valores representam o tempo despendido pelos animais executando movimentos
de limpeza (grooming) facial bilateral durante 2 minutos (n= 5 a 6 animais por grupo).
Asteriscos denotam p<0,05 em relacdo aos dados da estimulagcdo do grupo constrito que
recebeu apenas veiculo (ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de
Bonferroni).

5.2.4. Efeito do tratamento com os antagonistas de receptores B; e B,
para cininas, DALBK e HOE-140, sobre as alteragdes de reatividade
nociceptiva a estimulacdo mecanica induzidas pela CNIO

Quando administrados no 5° dia apds a cirurgia, tanto DALBK
(antagonista dos receptores By, 0,01-1 umol/kg, i.p.) quanto HOE-140
(antagonista dos receptores B, 0,01-1 pumol/kg, i.p.) foram capazes de
reduzir significativamente, porém, de maneira transitoria a hiperalgesia
mecéanica causada pela CNIO (Fig. 14A e B). As doses de 0,1 e 1
pumol/kg de DALBK causaram redugdes significativas do numero de
respostas a estimulagcdo mecanica 1 e 2 h ap6s sua administracdo, com
inibicbes maximas de 64 + 18% para a dose de 0,1 umol/kg (2 h) e de
57 + 13% para a dose de 1 pmol/kg (1 h). A menor dose de DALBK
testada (0,01 umol/kg) acarretou apenas uma inibi¢do significativa
pontual de 51 + 11% na terceira hora apds o tratamento (Fig. 14A). Jd o
tratamento com HOE-140, nas doses de 0,1 pmol/kg e 1 pmol/kg,
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reduziu significativamente a sensibilizacdo mecéanica 2 e 3 h apds sua
administracdo, induzindo inibicdes maximas de 55 + 12% e 47 + 13%
(na 2% h), respectivamente (Fig. 14B).

No 36° dia ap6s a CNIO, ja na fase tardia da hiperalgesia
mecanica induzida pela CNIO, o tratamento com o antagonista DALBK,
nas doses de 0,1 e 1 pmol/kg (i.p.), reduziu de maneira significativa a
alteracdo sensorial mecénica apenas no tempo de 1% h ap6s sua
administracdo, em 34 + 15% e 31 + 17%, respectivamente. J4 o
tratamento com HOE-140 nas mesmas doses ndo apresentou qualquer
efeito anti-hiperalgésico significativo (Fig. 14C e D).
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Figura 14. Efeito do tratamento com os antagonistas dos receptores B; e B, sobre a
reatividade nociceptiva & estimulacdo mecéanica no 5° e 36° dia apés a CNIO em
camundongos Swiss. Efeito do tratamento com DALBK (antagonista seletivo para receptor
Bs, 0,01-1 umol/kg, A e C) e HOE-140 (antagonista seletivo para receptor B,, 0,01-1 umol/kg,
B e D) na hiperalgesia mecénica no 5° (A e B) e 36° (C e D) dia apdés a CNIO. As respostas
dos animais a estimulagdo mecanica foram avaliadas previamente a cirurgia (Pre),
imediatamente antes (0) da administragdo dos antagonistas e 1 h apés em intervalos do mesmo
valor por um maximo de 4 h. Os valores representam o nimero de respostas (frente a 10
estimulos) como comportamento de ataque/escape da cabeca (n= 6 a 8 camundongos por
grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo ao grupo constrito que recebeu apenas veiculo
(ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.2.5. Efeito do tratamento com os antagonistas de receptores B; e B,
para cininas, DALBK e HOE-140, sobre as altera¢des de reatividade
nociceptiva a estimulagdo térmica por calor induzida pela CNIO

O tratamento sistémico dos animais com DALBK (0,1 ou 1
umol/kg, i.p.) ou HOE-140 (0,01, 0,1 ou 1 pmol/kg, i.p.) no 5° dia apds
a CNIO também reduziu de maneira transitoria, porém significativa, a
hiperalgesia térmica ao calor (Fig. 15A e B). Os efeitos anti-
hiperalgésicos da dose mais alta de DALBK e HOE-140 apresentaram-
se mais duradouros que os associados as doses mais baixas. O efeito
anti-hiperalgésico de DALBK na dose de 1 umol/kg foi observado 30,
60 e 180 min apds sua administracdo, com pico de efeito no tempo de 60
min, quando a inibigdo atingiu 78 + 25% (Fig. 15A). A acdo anti-
hiperalgésica do HOE-140 na dose de 1 pmol/kg foi evidente no
intervalo de 90 a 180 min apds sua administracdo. Porém, o maior efeito
deste antagonista foi observado 120 min apds sua administracdo na dose
de 0,1 pmol/kg, quando promoveu inibi¢ao de 144 + 15% quando
comparado ao valor correspondente do grupo constrito tratado com
veiculo. A dose de 0,01 umol/kg de HOE-140 também apresentou
atividade anti-hiperalgésica significativa em 60 e 90 min apds o
tratamento, com 54 + 8% de inibigdo (Fig. 15B).

O tratamento com os antagonistas DALBK ou HOE-140
(ambos nas doses de 0,1 e 1 pmol/kg, i.p.) no 17° dia apds a cirurgia ndo
foi capaz de reverter a hiperalgesia térmica ao calor (Fig. 15C e D).
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Figura 15. Efeito do tratamento com os antagonistas dos receptores B; e B, sobre a
reatividade nociceptiva a estimulacdo térmica por calor em camundongos Swiss no 5° e
17° dia ap6s a CNIO. Efeito do tratamento com DALBK (antagonista seletivo para receptor
Bs, 0,1-1 pmol/kg, A e C) e HOE-140 (antagonista seletivo para receptor B, 0,01-1 umol/kg,
B e D) na hiperalgesia térmica ao calor no 5° (A e B) e 17° (C e D) dia ap6s a CNIO. As
respostas dos animais & estimulacdo térmica ao calor foram avaliadas previamente a cirurgia
(Pre), imediatamente antes (0) da administragdo dos antagonistas e em intervalos de 30 min por
um méximo de 4 h apds o tratamento. Os valores representam o tempo de laténcia para retirada
da cabega/movimento vigoroso das vibrissas (n= 6 a 10 camundongos por grupo). Asteriscos
denotam p<0,05 em relagdo ao grupo constrito que recebeu apenas veiculo (ANOVA de 1 via
para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).

5.2.6. Efeito do tratamento com os antagonistas de receptores B; e B,
para cininas, DALBK e HOE-140, sobre as alteracfes de reatividade
nociceptiva a estimulacao térmica por frio induzida pela CNIO

A hiperalgesia térmica ao frio presente no 5° dia ap6s a cirurgia
de CION foi reduzida significativamente pelo tratamento sistémico dos
animais com DALBK (0,3, 1 ou 3 pmol/kg, i.p.) e HOE-140 (0,1, 1 ou 1
umol/kg, i.p.) (Fig. 16A e B). O tratamento com DALBK na dose de 1
umol/kg reduziu a hiperalgesia térmica ao frio aos 60 ¢ 90 min, sendo a
inibicdo maxima de 53 + 9% aos 60 min (Fig. 16A). J4, na dose de 3
umol/kg, o efeito anti-hiperalgésico foi significativo apenas aos 90 min
ap6s sua administracdo, quando a inibicdo atingiu 44 + 11% (Figura
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16A). Quanto aos efeitos do HOE-140 sobre a hiperalgesia ao frio na
fase inicial, apenas a dose de 0,1 umol/kg apresentou atividade anti-
hiperalgésica significativa em 90 e 120 min ap0s sua administracéo,
sendo que sua maior inibicdo observada foi de 40 + 9% aos 90 min
(Figura 16B).

Quando estes mesmos tratamentos foram aplicados no 25° dia
apos a cirurgia, verificou-se que o antagonista DALBK foi efetivo em
reduzir a hiperalgesia ao frio do grupo constrito apenas na dose de 1
umol/kg (i.p.), aos 90 min apds sua administragdo, quando a inibi¢ao foi
de 60 + 18% (Figura 16C). Nesta fase tardia da hiperalgesia ao frio,
ambas as doses de HOE-140 testadas apresentaram atividade anti-
hiperalgésica pontual, porém significativa. A dose de 0,1 umol/kg foi
efetiva aos 60 min e a dose de 1 umol/kg aos 30 min, cada qual
acarretando inibicdo de 51 + 10% e 60 + 8%, respectivamente (Figura
16D).
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Figura 16. Efeito do tratamento com os antagonistas dos receptores B; e B, sobre a
reatividade nociceptiva a estimulacao térmica por frio em camundongos Swiss no 5° e 25°
dia ap6s a CNIO. Efeito do DALBK (antagonista seletivo para receptor By, 0,1-3 umol/kg, A
e C) e do HOE-140 (antagonista seletivo para receptor B, 0,1-1 pumol/kg, B e D) na
hiperalgesia térmica ao frio no 5° (A e B) e 25° (C e D) dia ap6s a CNIO. As respostas dos
animais a estimulacdo térmica ao frio foram avaliadas previamente a cirurgia (Pre),
imediatamente antes (0) da administracdo dos antagonistas e em intervalos de 30 min por um
maximo de 4 h apds o tratamento. Os valores representam o tempo despendido pelos animais
executando movimentos de limpeza (grooming) facial bilateral durante 2 minutos (n= 6 a 12
animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relacdo ao grupo constrito que recebeu
apenas veiculo (ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.2.7. Efeito do tratamento local com os antagonistas de receptores B; e
B, para cininas, DALBK e HOE-140, sobre as alteracdes de reatividade
nociceptiva a estimulagdo térmica por calor e frio induzida pela CNIO

A instilagdo de solugédo contendo DALBK ou HOE-140 (3 nmol
em 10 ulL) sobre o nervo infraorbital, logo ap6s a conclusdo da
colocagdo das amarras associadas ao modelo de CNIO, foi capaz de
retardar o aparecimento da hiperalgesia térmica ao calor. Enquanto a
reducdo da laténcia de resposta ao calor do grupo constrito, instilado
com o veiculo manifestou-se a partir do 5° dia apds a cirurgia, nos
animais instilados com DALBK ou HOE-140 o surgimento desta
alteracdo sensorial foi postergada até o 10° dia apds a cirurgia (Fig
17A). Por outro lado, tanto 0 DALBK quanto o0 HOE-140 falharam em
retardar de modo significante o desenvolvimento da hiperalgesia ao frio,
quando instilados por sobre o nervo imediatamente ap6s a constri¢do
(Fig 17B).



48

—O—Sham + Veiculo —&— CNIO + DALBK

A  —@—CNIO + Veicuo =/ CNIO + HOE-140
15+

*
*

104

5

Laténcia (s)

L] L Ll L L

P:'e 5 10 13 17 22
Dias ap6s a cirurgia

—O— Sham + Veiculo —— CNIO + DALBK
B —@— CNIO + Veiculo =/~ CNIO + HOE-140

Grooming Facial (s)

Pre 5 7 11 14 18 21 25 28 32
Dias apds a cirurgia

Figura 17. Efeito do tratamento local com os antagonistas dos receptores B; (DALBK) e
B, (HOE-140) sobre a reatividade nociceptiva a estimulagéo térmica por calor (A) e frio
(B) em camundongos Swiss submetidos & CNIO. Ambos os antagonistas foram instilados
sobre o nervo infraorbital, logo ap6s sua constricdo, na concentracdo de 3 nmol/10 pL. As
respostas dos animais a estimulacdo térmica por calor e frio foram avaliadas antes (Pre) e em
diferentes periodos apo6s a cirurgia. Os valores representam o tempo de laténcia para retirada da
cabeca/movimento vigoroso das vibrissias (A) ou executando movimentos de limpeza
(grooming) facial bilateral durante 2 minutos (B) (n= 6 a 7 camundongos por grupo).
Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo ao grupo constrito que recebeu apenas veiculo
(ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.3. Influéncia da delecao génica dos receptores B; e/ou B, para cininas
no desenvolvimento das alteracGes de reatividade nociceptiva orofacial
mecéanica induzida pela CNIO

Com a finalidade de corroborar os resultados observados em
camundongos Swiss apds o tratamento sisttmico com os antagonistas
dos receptores B; e B, para cininas, foram comparados os efeitos da
CNIO sobre reatividade de camundongos C57BI/6 do tipo selvagem e
nocautes para 0s receptores de bradicinina frente a estimulagéo
mecanica. Como demonstrado na figura 18A, os animais C57BI/6 do
tipo selvagem apresentam alteracdo sensorial nociceptiva mecanica apds
a CNIO. Porém, ao contrario dos animais Swiss, que apresentam
redugdo da resposta nociceptiva mecénica no 38° dia ap6s a CNIO, nos
animais C57BI/6 sdo os animais falso-operados (Sham) que se tornam
sensiveis a estimulacdo mecanica no 34° dia ap06s a cirurgia (Figura
18A). Em outras palavras, com o passar do tempo, ocorre uma
sensibilizagdo gradativa dos animais selvagens falso-operados a
estimulacdo mecénica. Em contraste aos animais do tipo selvagem
submetidos a cirurgia de CNIO, os animais nocautes para o receptor B,
(Figura 18B), B, (Figura 18C) ou duplo nocaute (B1/B,”, Figura 18D)
submetidos a este procedimento ndo apresentaram quaisquer alteracGes
sensoriais mecanicas, quando comparados ao grupo falso-operado.

5.4. Influéncia da expressdo dos receptores B; e B, para cininas no
desenvolvimento das alteragdes de reatividade nociceptiva orofacial
térmica por calor induzidas pela CNIO

Quando os animais C57BI/6 do tipo selvagem foram avaliados
frente a estimulacdo térmica ao calor ap6s a CNIO, observamos o
desenvolvimento de hiperalgesia a partir do 2° dia apds a constri¢do
estendendo-se até o 13° dia pos-cirugico e restrito ao lado ipsilateral
(Figura 19A e B). Os animais nocautes para os receptores B; e B, para
cininas, semelhante ao estimulo mecanico, ndo apresentaram
hiperalgesia térmica ao calor, contrariamente a essa resposta, 0s animais
nocautes para o receptor B; apresentaram hipoalgesia térmica ao calor,
observada no 5° dia ap6s a constri¢do (Figura 19C).

Ao avaliarmos o desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao
frio em animais C57BI/6 do tipo selvagem ap6s a CNIO, ndo
observamos qualquer diferenca significativa entre os grupos constritos e
falso-operados, o que impossibilitou a utilizacdo de animais nocautes
nesse modelo (dados ndo apresentados).
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Figura 18. Avaliacdo da estimula¢do mecéanica em camundongos C57BI/6 submetidos a
CNIO. Decurso temporal da alteragdo sensorial nociceptiva mecanica avaliada na regido
inervada pelo nervo trigémeo (parte superior da cabega) em animais C57BI/6 do tipo selvagem
(A), nocautes para o receptor B; (B), B, (C) e duplo nocaute (C). As respostas dos animais a
estimulacdo mecénica foram avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos apés a cirurgia
(grupos constritos e sham). Os valores representam o nimero de respostas (frente a 10
estimulos) como comportamento de ataque/escape da cabega (n= 6 a 10 animais por grupo).
Asteriscos denotam p<0,05 entre os grupos constrito e sham do tipo selvagem; Cerquilhas
denotam p<0,05 entre os grupos constrito do tipo selvagem e nocaute (ANOVA de 1 (B, Ce
D) e 2 (A) vias para medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 19. Avaliacdo da estimulagdo térmica por calor em camundongos C57BIl/6
submetidos a CNIO. Decurso temporal da resposta hiperalgésica avaliada no lado ipsilateral
(A) e contralateral (B) em animais do tipo selvagem e em animais nocautes para os receptores
B1, B, ou duplo nocautes (C). As respostas dos animais a estimulagdo térmica por calor foram
avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos apds a cirurgia. Os valores representam o tempo
de laténcia para que o animal afastasse vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou
apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (n= 5 a 6 animais por grupo).
Asteriscos denotam p<0,05 entre os grupos sham e constrito do tipo selvagem; Cerquilhas
denotam p<0,05 entre os grupos nocaute By... e constrito do tipo selvagem (ANOVA de 1 (C) e
2 (A e B) vias de medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).

5.5. Hiperalgesia orofacial induzida por dinorfina A (1-17)

5.5.1. Efeito do pré-tratamento com antagonistas dos receptores
opidides e NMDA sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela
dinorfina A (1-17)

A administracdo pela via subaracndide (s.a.) de dinorfina A (1-
17, 15 nmol/sitio) foi capaz de produzir hiperalgesia térmica ao calor
bilateralmente em camundongos Swiss. A resposta hiperalgésica iniciou
24 h ap6s a administracdo da dinorfina e permaneceu significativa por
até 6 dias apds sua administracao.
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Quando as alteragdes da reatividade nociceptiva orofacial foram
avaliadas frente aos estimulos mecénico e térmico por frio, o grupo
tratado com dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio, s.a.) ndo apresentou
diferenca significativa com relacdo ao grupo controle que recebeu
apenas veiculo, impossibilitando a utilizacdo destes dois modelos nos
testes subsequentes (dados ndo apresentados).

O tratamento prévio (15 min) dos animais com naloxona
(antagonista ndo seletivo dos receptores opidides, 28 nmol/sitio, s.a.) ou
nor-BNI (antagonista seletivo para o receptor k opidide, 87 nmol/sitio,
s.a.) ndo foi capaz de bloquear o desenvolvimento da hiperalgesia
térmica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17) (Figura 20A e B).
Podemos observar apenas um retardo (de 24 h para 48 h) no
desenvolvimento da hiperalgesia quando os animais receberam o
tratamento prévio com nor-BNI (Figura 20B). Em contrapartida, o
tratamento prévio (15 min) com MK-801 (antagonista seletivo do
receptor glutamatérgico NMDA, 10 nmol/sitio, s.a.) bloqueou o
desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor durante todo o periodo
observado (Figura 20C).
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Figura 20. Efeito do tratamento prévio com antagonistas de receptores opiéides e NMDA
sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17) em camundongos
Swiss. Os antagonistas naloxona (ndo seletivo para receptores opidides, 28 nmol/sitio, s.a., A),
nor-BNI (seletivo para o receptor x opioide, 87 nmol/sitio, s.a., B), MK-801 (seletivo do
receptor NMDA, 10 nmol/sitio, s.a., C) ou veiculo foram administrados 15 min antes da
dinorfina A (1-17, 15 nnol/sitio, s.a.). As respostas dos animais a estimulagdo térmica por calor
foram avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos apés a administragdo da dinorfina A ou
veiculo. Os valores representam o tempo de laténcia para que o animal afastasse vigorosamente
a cabega da fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas
(n= 6 a 7 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo +
dinorfina A (ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).

5.5.2. Efeito do tratamento prévio com antagonistas de receptores B; e
B, para cininas sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela
dinorfina A (1-17)

Tanto a administracdo prévia (15 min) de DALBK quanto de
HOE-140, foi eficaz em retardar o desenvolvimento da hiperalgesia
térmica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17, 15 nmol, s.a.). O
antagonista DALBK foi administrado nas doses de 25 e 50 nmol/sitio
(s.a.), sendo que a dose de 50 nmol apresentou maior eficacia, causando
um retardo no desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor da 6°
para 482 h ap6s a inducdo. Esta mesma dose de DALBK apresentou um
efeito anti-hiperalgésico pontual, porém significativo no 5° dia apos a
inducdo (Figura 21A). O efeto do antagonista HOE-140, testado nas
doses de 10 e 100 pmol/sitio (s.a), foi menos prolongado (a hiperalgesia
térmica tornou-se significativa 24 h apds a inducdo). De maneira
semelhante & maior dose de DALBK, a dose de 10 nmol de HOE-140,
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gerou um efeito anti-hiperalgésico pontual e significativo no 3° dia ap6s
a inducdo (Figura 21B).
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Figura 21. Efeito do tratamento prévio com os antagonistas dos receptores B; e B, sobre a
hiperalgesia térmica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17) em camundongos Swiss.
DALBK (antagonista seletivo para receptor B;, 25 e 50 nmol/sitio, s.a., A), HOE-140
(antagonista seletivo para receptor B,, 10 e 100 pmol/sitio, s.a., B) ou veiculo foram
administrados 15 min antes da administracdo de dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio, s.a.). As
respostas dos animais a estimulagdo térmica por calor foram avaliadas antes (Pre) e em
diferentes periodos apds a administragdo da dinorfina A ou veiculo. Os valores representam o
tempo de laténcia para que o animal afastasse vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou
apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (n= 6 a 7 animais por grupo).
Asteriscos denotam p<0,05 entre os grupos PBS + veiculo e veiculo + dinorfina A; Cerquilhas
denotam p<0,05 entre os grupos tratados previamente com os antagonistas e veiculo +
dinorfina A (ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.5.3. Efeito do tratamento didrio com antagonistas de receptores B; e
B, para cininas sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela
dinorfina A (1-17)

Tendo em vista que o tratamento prévio com 0s antagonistas
dos receptores B; e B, para cininas foram eficazes em retardar o
desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor induzida pela
dinorfina A (1-17, 15 nmol, s.a.), realizamos novamente o tratamento
prévio, porém, seguido pelo tratamento diario dos animais, a fim de
verificar um possivel bloqueio da resposta hiperalgésica.

Como demonstrado no grafico 22A, o tratamento diario com o
antagonista DALBK na dose de 50 nmol/sitio (s.a) foi capaz de bloquear
a resposta hiperalgésica a partir do 2° dia apdés a indugdo. J& o
tratamento didrio com HOE-140, na dose de 10 nmol/sitio (s.a.), ndo
demonstrou o mesmo perfil. Ao contrario do tratamento com DALBK, o
tratamento com HOE-140 apresentou uma atividade anti-hiperalgésica
moderada do inicio do tratamento que perdurou até a primeira hora apés
0 tratamento no 3° dia. Depois deste periodo, apesar de sua
administracdo diéria, o tratamento com HOE-140 ndo demonstrou
significativa atividade anti-hiperalgésica (Figura 22B).
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Figura 22. Efeito do tratamento diario com os antagonistas dos receptores B; e B, para
cininas sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17) em
camundongos Swiss. DALBK (antagonista seletivo para receptor B;, 50 nmol/sitio, A), HOE-
140 (antagonista seletivo para receptor B,, 10 pmol/sitio, B) ou veiculo foram administrados
pela via s.a. 15 min antes da administracéo de dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio), seguida de
uma administracdo diaria (indicadas pelas setas) por um periodo de sete dias. As respostas dos
animais a estimulagao térmica por calor foram avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos
apds a administracéo da dinorfina A. Os valores representam o tempo de laténcia para que o
animal afastasse vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos
e consecutivos das vibrissas (n= 6 a 7 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 entre os
grupos PBS + veiculo e dinorfina A + veiculo; Cerquilhas denotam p<0,05 entre 0s grupos
tratados com os antagonistas e dinorfina A + veiculo (ANOVA de 1 via de medidas repetidas,
seguido pelo teste de Bonferroni).

5.5.4. Efeito do tratamento com antagonistas de receptores opidides e
NMDA sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela dinorfina A
(1-17)

A hiperalgesia térmica ao calor, avaliada no 3° dia apés a
administracdo de dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio, s.a.) ndo sofreu
qualquer alteracdo quando diferentes grupos receberam o tratamento
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sistémico com os antagonistas naloxona (ndo seletivo para os receptores
opidides, 10 mg/Kkg, i.p.), nor-BNI (seletivo para o receptor k opidide, 10
mg/kg, s,c.) ou MK-801 (seletivo para o receptor glutamatérgico do tipo
NMDA, 0,025 e 0,01 pmolkg, ip.) (Figura 23A, B e C,
respectivamente).
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Figura 23. Efeito do tratamento com os antagonistas dos receptores opidides e NMDA
sobre a hiperalgesia térmica ao calor no 3° dia apds a administracéo de dinorfina A (1-17)
em camundongos Swiss. Naloxona (antagonista ndo seletivo de receptores opidides, 10
mg/Kkg, i.p., A), nor-BNI (antagonista seletivo do receptor k opidide, 10 mg/kg, s.c., B), MK
801 (antagonista seletivo do receptor NMDA, 0,01-0,025 pumol/kg, i.p., C) ou veiculo (i.p.)
foram administrados no 3° dia ap6s a administracdo de dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio, s.a.).
As respostas dos animais a estimulagdo térmica por calor foram avaliadas antes (Pre) e em
intervalos de 30 min apds a administragdo dos antagonistas ou veiculo por um periodo maximo
de 4 h. Os valores representam o tempo de laténcia para que o animal afastasse vigorosamente
a cabeca da fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas
(n= 6 a 8 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relagdo ao grupo dinorfina A +
veiculo (ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).

5.5.5. Efeito do tratamento com antagonistas de receptores B, e B, para
cininas sobre a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela dinorfina A
(1-17)

Ao avaliarmos o tratamento dos animais apés a instalacdo da
resposta hiperalgésica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17, 15
nmol/sitio, s.a.), observamos que o antagonista DALBK (0,1, 1 e 3
umol/kg), administrado pela via sistémica (i.p.) no 3° ap6s inducéo,
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reduziu significativamente, nas maiores doses, a hiperalgesia aos 60
min, com inibigdo maxima de 94 + 15% para a dose de 1 umol/kg e 56 +
12% para a dose de 3 pmol/kg (Figura 24A).

Nenhum efeito significativo foi observado ap6s a administragédo
de HOE-140 (0,1 e 1 umol/kg) quando avaliado no mesmo periodo pela
mesma via (Figura 24B).
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Figura 24. Efeito do tratamento com os antagonistas dos receptores B; e B para cininas
sobre a hiperalgesia térmica ao calor no 3° dia apds a administracéo de dinorfina A (1-17)
em camundongos Swiss. DALBK (antagonista seletivo para receptor By, 0,1-3 pmol/kg, A),
HOE-140 (antagonista seletivo para receptor B,, 0,1-1 pmol/kg, B) ou veiculo foram injetados
pela via i.p. no 3° dia ap6s a administragdo de dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio, s.a.). As
respostas dos animais & estimulacdo térmica por calor foram avaliadas antes (Pre) e em
intervalos de 30 min por um periodo méximo de 4 h apds a administragdo dos antagonistas. Os
valores representam o tempo de laténcia para que o animal afastasse vigorosamente a cabega da
fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (n= 6 a 8
animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em relacéo ao grupo dinorfina A + veiculo
(ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.5.6. Efeito do tratamento com antissoro anti-dinorfina A (1-13) sobre
a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela dinorfina A (1-17) e pela
CNIO

Tendo em vista que a dinorfina A (1-17) induz hiperalgesia
térmica ao calor, a qual teve seu efeito deslocado pelo tratamento prévio
com DALBK e HOE-140, blogueado e reduzido pelo tratamento diario e
sistémico, respectivamente, com DALBK, utilizamos o antissoro anti-
dinorfina A (1-13) para investigar a influéncia da dinorfina A sobre
hiperalgesia induzida pela CNIO em camundongos Swiss. Para isto, 0
antissoro anti-dinorfina A (1-13) foi administrado pela via subaracnoide
na dose de 200 ug/sitio.

O tratamento prévio com o antissoro anti-dinorfina A (1-13),
administrado 15 min antes de dinorfina A (1-17, 15 nmol/sitio),
utilizado como controle positivo, bloqueou o desenvolvimento da
hiperalgesia térmica ao calor (Figura 25A). Quando administrado no 5°
dia apds a CNIO, o antissoro foi capaz de inibir de maneira significativa,
porém transitdria (dos 20 aos 120 min), a hiperalgesia térmica ao calor
induzida pela CNIO (Figura 25B).
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Figura 25. Efeito do tratamento com o antissoro anti-dinorfina A (1-13) sobre a
hiperalgesia ao calor induzida pela administracdo de dinorfina A (1-17, 15 nmol, s.a, A)
ou CNIO (B) em camundongos Swiss. As respostas dos animais a estimulacdo térmica por
calor foram avaliadas antes (Pre) e em diferentes periodos ap6s a administragdo do antissoro
anti-dinorfina A (1-13, 200 pg, s.a.). Os valores representam o tempo de laténcia para que o
animal afastasse vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou apresentasse movimentos rapidos
e consecutivos das vibrissas (n= 6 a 8 animais por grupo). Asteriscos denotam p<0,05 em
relacdo ao grupo CNIO ou veiculo + dinorfina A (ANOVA de 1 via de medidas repetidas,
seguido pelo teste de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Descrito primeiramente por Vos e Macievicz (1991), o modelo
de neuralgia do trigémeo induzida pela constricdo do nervo infraorbital
foi originalmente padronizado em ratos. Os animais submetidos a
constricdo apresentam reducdo no ganho de peso, diminuicdo da
atividade exploratoria, aumento do comportamento de limpeza
(grooming) facial bilateral espontaneo e de imobilidade (freezing), e
desenvolvimento de hiperalgesia mecénica a partir do 12° dia apés a
cirurgia, a qual perdura por mais de 80 dias (Vos et al., 1994). Chichorro
e colaboradores (2006a, 2006b, 2009) também observaram o
desenvolvimento de hiperalgesia térmica (ao calor e ao frio) e mecanica
em ratos submetidos ao mesmo modelo de neuralgia.

Com o intuito de estudar os mecanismos envolvidos na
neuralgia trigeminal em diferentes espécies, incluindo a utilizacdo de
animais nocautes, o primeiro passo deste projeto foi padronizar o
modelo de constrigdo do nervo infraorbital j& padronizado em ratos, em
camundongos. Ao induzirmos a neuralgia do trigémeo em
camundongos, observamos algumas diferengas quando os resultados sdo
comparados com a resposta hiperalgésica de ratos submetidos ao mesmo
modelo (resultados prévios do nosso grupo de pesquisa). Ndo foi
observada nenhuma alteragdo com relagdo ao ganho de peso dos animais
operados, assim como nao foi observado aumento do grooming facial
espontaneo apds a constricdo, indicando que a cirurgia ndo provocou
alteracdo sensorial ou motora que dificultasse ou reduzisse a
alimentacdo do animal. Além disso, a auséncia de alteragdo do grooming
facial espontaneo ap6s a cirurgia sugere que o animal ndo apresenta
nocicepcdo espontanea. Porém, como os animais ndo foram monitorados
24 horas nas suas gaiolas de moradia, tal diferenca pode ter passado
despercebida.

Diversos artigos da literatura (Wijnvoord et al., 2010; Novak et
al., 2010; Lawson et al., 2010; McKelvy et al., 2007; Chaouloff et al.,
1995) demonstram diferencas na concentracdo de neurotransmissores,
como a serotonina, e de receptores, como o receptor p opidide, entre as
espécies e 0 sexo de animais utilizados em pesquisas. Essas diferencas
fazem com que cada linhagem responda de maneira particular ao
estimulo ao qual é submetida. Destacamos aqui a diferenca no limiar
nociceptivo observado em quatro linhagens distintas de camundongos
apos a transeccdo dos nervos tibial e peroneal. A resposta nociceptiva
dos animais estava diretamente relacionada com a concentragdo de



62

serotonina na medula espinhal (para revisao ver Wijnvoord et al., 2010).
Portanto, diferencas existentes entre as espécies avaliadas podem
justificar a alteracdo comportamental frente ao mesmo modelo
experimental, como a reducdo de peso e aumento do grooming facial
observados em ratos Sprague-Dawley, mas ndo em camundongos Swiss.

A cirurgia foi eficaz em induzir hiperalgesia térmica ao calor
restrita ao lado ipsilateral tanto em ratos quanto camundongos, tendo
efeito mais duradouro em camundongos Swiss e C57BI/6 (17 e 13 dias
para as respectivas espécies de camundongos, versus 10 dias para ratos).
Na avaliacdo das alteracdes de reatividade nociceptiva orofacial térmica
ao frio, a resposta mostrou-se mais duradoura que em ratos,
permanecendo por um tempo duas vezes maior (25 dias), sendo
observada também no lado contralateral a cirurgia (do 5° ao 21° dia).
Nenhuma alteragdo significativa na reatividade nociceptiva ao frio foi
observada entre o grupo falso operado (sham-operated) e 0 grupo
constrito em camundongos do tipo selvagem da linhagem C57BI/6.

As discrepancias observadas no modelo de nocicepcdo térmica
ao frio podem ser originadas por fatores anatbmicos, intensidade do
estimulo aplicado e diferengas relacionadas ao sexo. Quanto a
organizagdo anatdémica e funcional do complexo sensorial trigeminal,
sabe-se que proje¢des do ganglio do trigémeo dirigem-se para ambos 0s
lados do bulbo e do nucleo do trato espinhal, e que a estimulagio
unilateral do ganglio do trigémeo ativa neurdnios tanto no subnucleo
caudal ipsilateral como contralateral (Jacquin et al., 1990; Ingvardsen et
al., 1997; Samsam et al., 2001). Confirmando esta organizacéo, estudos
eletrofisioldgicos demonstram a ocorréncia de alteragcfes em ndcleos do
talamo e regides do cdrtex somatossensorial associados ao lado intacto
da face, apdés a constricdo unilateral do nervo infraorbital de ratos
(Benoist et al., 1999; Vos et al., 2000). Além disso, mudancas sensoriais
no lado contralateral a lesdo em resposta a uma constricdo neural
unilateral sdo comuns e acompanhadas por alteracdo na expressao de
neuropeptideos como SP, CGRP e do receptor de neurotrofina p75
(Koltzenburg et al., 1999). Sugere-se que 0 aumento contralateral do
receptor de neurotrofina p75 possa promover o aumento na expressdo de
receptores B, para cininas (Zhou et al., 1996, Petersen et al.,1998).

Ao aplicarmos um estimulo, seja 0 mesmo mecanico, térmico
ou quimico, podem ser ativados distintos receptores e vias de
sinalizacdo. O que vai determinar a selegdo entre qual via serd ativada
sd0 a natureza e a intensidade do estimulo. Como o estimulo ao frio
aplicado neste trabalho é um jato de tetrafluoretano, por mais que o
experimentador padronize a aplicagdo manual do jato, o procedimento
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pode apresentar alguma variabilidade. Outro fator importante é que,
independente da cirurgia, a intensidade fixa do estimulo frio utilizado
talvez induza intensidades distintas de nocicepcdo em linhagens e/ou
espécies diferentes. Neste sentido, observamos que a intensidade de
resposta dos animais do tipo selvagem da linhagem C57BI/6 ao frio ja
era maior que a dos Swiss antes mesmo da cirurgia, impossibilitando a
manifestacdo de aumentos adicionais induzidas pela cirurgia na primeira
linhagem.

A maior diferenca na alteracdo de reatividade nociceptiva
orofacial induzida pela cirurgia em ratos e camundongos foi na inducéo
da hiperalgesia mecénica. Em ratos, observou-se diferenca significativa
da resposta hiperalgésica com relagdo ao grupo controle por mais de 120
dias apos a cirurgia (Chichorro et al., 2006b), enquanto a duracdo do
mesmo tipo de resposta foi de 36 dias em camundongos da linhagem
Swiss e de apenas 27 dias nos do tipo selvagem da linhagem C57BI/6.
Embora ambas as espécies (Rattus novergicus e Mus musculus)
pertencam a mesma familia (Muridae), o decurso temporal mostrou-se
diferente para 0 mesmo procedimento experimental, indicando que a
espécie influencia de modo importante na escolha do modelo, podendo
ser inclusive fator determinante para as conclusdes de uma pesquisa
(Chaouloff et al., 1995; Wijvoord et al., 2010). Em 2002, Benoliel e
colaboradores demonstraram que ratos Lewis sdo mais sensiveis a dor
neuropética do que ratos Sprage-Dawley ou Sabra apds lesdo do nervo
trigeminal.

No presente estudo, observamos o desenvolvimento de
hiperalgesia apds a constricdo do nervo infraorbital frente a diferentes
estimulos (térmicos e mecanico) em ambas as linhagens de camundongo
utilizadas. A duracdo do periodo da resposta hiperalgésica mostrou-se
significativa e duradoura em comparagdo aos animais falso-operados
(sham), em ambas linhagens. Por isso, as mesmas foram utilizadas para
a avaliagdo da participagdo dos receptores B; e B, para cininas na
neuralgia do trigémeo, via diferentes formas de tratamento (drogas e/ou
vias de administracdo) ou alteracGes génicas.

E importante salientar que este estudo fez uso de camundongos
machos da linhagem Swiss e fémeas da linhagem C57BI/6. Estudos tém
demonstrado pequenas diferencas no limiar nociceptivo relacionadas ao
sexo de animais da mesma linhagem. Em fémeas a resposta nociceptiva
pode ainda variar dependendo periodo do ciclo estral que, em
camundongos fémea, dura de quatro a cinco dias, e compreende
proestro, estro, metaestro e diestro. Apesar de alguma controvérsia,
resultados demonstram que fémeas na fase proestro apresentam maior
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sensibilidade nociceptiva. Porém, quando agrupadas, as fémeas podem
permanecer em anestro (auséncia de ciclo estral) continuamente até que
sejam expostas a um macho (Vicent e Martin, 2009; Chorilli et al.,
2007). Apesar de ndo ter sido realizado o controle do ciclo estral das
fémeas utilizadas neste estudo, ndo observamos nenhuma alteracdo da
sensibilidade nociceptiva nos animais falso operados ao longo das
avaliagBes, que tiveram a duracdo de 22 (térmico ao calor) e 34 dias
(mecanico).

Durante o desenvolvimento deste estudo, foram publicados dois
trabalhos que padronizavam novos modelos de neuralgia do trigémeo
em camundongos C57BI/6. O primeiro deles, de Xu et al. (2008),
padronizou a constri¢do parcial do nervo infraorbital e demonstrou que a
hiperalgesia mecénica induzida por esta variante do modelo original de
Vos e Macievicz, desenvolve-se a partir do 1° dia apds a cirurgia, e é
mantida até o 23° dia ap6s a constricdo. O estudo mostrou ainda, a
ativacdo de células da microglia e de astrocitos, no 1° e 8° dias apds a
cirurgia, respectivamente, aumento da proliferacdo celular no 8° dia apds
a constri¢cdo, bem como aumento na marcacdo para receptores NK1 e
diminuicdo da marcacdo para CGRP e SP no segmento C1 da medula
espinhal e bulbo caudal de animais submetidos a cirurgia. Todas essas
alteracdes limitaram-se ao lado ipsilateral a constricdo. Em
camundongos C57BI/6, o grooming facial espontaneo ficou restrito ao
1° dia pés-cirargico. O outro trabalho, de Seino et al. (2009), padronizou
a ligacdo do nervo mental como modelo para estudo da neuralgia do
trigémeo. Neste modelo, a hiperalgesia mecanica foi observada por
apenas duas semanas ap0Os a cirurgia. Préximo ao sitio da lesdo foi
observado aumento da marcacdo para a SP. Contrariamente aos dados
descritos por Xu et al. (2008), e de acordo com os resultados obtidos
nesta tese, 0s autores ndo registraram a ocorréncia de grooming facial
espontaneo apos a cirurgia, apesar de terem utilizado a mesma linhagem
de camundongos.

A busca por modelos experimentais que se aproximem das
neuropatias humanas e/ou possam ser utilizadas para a pesquisa de
novos alvos terapéuticos ainda faz-se necessaria. Recentemente os
modelos experimentais animais estdo sendo reavaliados por causa da
baixa porcentagem de farmacos efetivos nestes testes que realmente
consegue avancar para estudos clinicos (Mogil et al., 2010). Sabemos
gue todo modelo tem suas limitacbes e que dificilmente consegue
reproduzir todos os sintomas apresentados por humanos. Muitos
modelos, portanto, servem apenas para desvendar 0S mecanismos
fisiolégicos envolvidos nas alteragbes sensoriais. Por outro lado,
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diversos avangos na compreensdo e no tratamento da dor neuropatica
resultaram de descobertas feitas em modelos experimentais animais.

Com o intuito de validar o modelo de constricdo do nervo
infraorbital em camundongos utilizado no presente estudo para a
pesquisa de novas alternativas farmacol6gicas para o tratamento da
neuralgia do trigémeo, os seguintes farmacos foram utilizados:
carbamazepina e gabapentina (indicados como primeira e segunda
escolha, respectivamente para o tratamento da neuralgia de trigémeo)
(Attal e Finnerup, 2010; O’Connor e Dworkin, 2009; Wiffen et al.,
2005), morfina (opidide, indicados para crises agudas) (Attal e Finnerup,
2010) e indometacina (anti-inflamatério ndo esteroidal, farmaco nédo
recomendado para a neuralgia do trigémeo). Os efeitos destes
tratamentos foram avaliados em animais submetidos & constricdo do
nervo infraorbital nas fases inicial e final da resposta hiperalgésica a
cada um dos diferentes estimulos aplicados.

Todos os farmacos citados acima foram efetivos em reduzir a
hiperalgesia térmica ao calor e ao frio em suas fases iniciais (5° dia),
enquanto a hiperalgesia mecénica nesta fase mostrou-se resistente
apenas a gabapentina. Possivelmente a gabapentina ndo apresentou
atividade anti-hiperalgésica por termos utilizado apenas uma dose. Esta
dose foi escolhida de acordo com resultados prévios obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa em experimentos com ratos e artigos da literatura.
Dessa forma, acreditamos que uma dose mais elevada deveria ter sido
utilizada. Apesar da indometacina ndo ser um farmaco indicado para o
tratamento da neuralgia do trigémeo, ela apresentou atividade anti-
hiperalgésica marcante possivelmente correlacionada & sua atividade
anti-inflamatoria, uma vez que o procedimento de constricdo induz
ativacdo glial e consequente liberacdo de mediadores inflamatdrios (Xu
et al., 2008). A infiltracdo de células inflamatdrias, bem como células
imunes resistente em resposta a danos no sistema nervoso leva a
subsequente producdo e secrecdo de varios mediadores inflamatorios
(Moalen e Tracey, 2006).

A ativacdo de células gliais e da resposta imune adaptativa
(mediada pela infiltracdo de linfocitos T) logo apds uma lesdo neural ja
estd bem descrita na literatura, tanto no sistema nervoso central quanto
periférico. Quando ativadas, estas células secretam diversas citocinas,
quimiocinas e fatores de transcricdo que contribuem para 0 processo
inflamatdrio, excitabilidade neural e subsequente desenvolvimento da
dor neuropética (Xu et al., 2008; Villa et al., 2010; Grace et al., 2011;
Komagata et al., 2011). Portanto, é possivel observar uma reducdo
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significativa da resposta hiperalgésica com a utilizacdo de farmacos
anti-inflamatorios, como a indometacina, até uma semana apés a lesdo.

Ja nas fases tardias das respostas hiperalgésicas (17° dia - calor;
25° dia - frio e 36° dia - mecénico), o efeito anti-hiperalgésico dos
farmacos mostrou-se bem limitado. O anti-inflamatdrio nédo-esteroidal
indometacina perdeu sua eficacia farmacologica frente ao frio e o
estimulos e mecanico e apresentou apenas um efeito pontual, porém
significativo (meia hora apds o tratamento), quando avaliado frente ao
frio. Estes resultados sugerem que a atividade anti-hiperalgésica da
indometacina na fase inicial estava correlacionada com sua atividade
anti-inflamatoria, decorrente da inibicdo da formacdo de mediadores
inflamatoérios (prostanoides) pelas cicloxigenases. Ja na fase tardia,
guando o processo inflamatdrio ndo esta mais presente, a indometacina
deixa de exercer efeito supressor sobre a resposta hiperalgésica. Quanto
ao seu efeito discreto e pontual na hiperalgesia ao frio, acreditamos que
0 mesmo esteja correlacionado a intensidade do estimulo aplicado, ja
discutido anteriormente, que seria capaz de induzir dor e restabelecer o
processo inflamatdrio.

Preconizada como primeira escolha de tratamento para a
neuralgia do trigémeo, a carbamazepina foi eficaz em reduzir a resposta
hiperalgésica frente a todos os estimulos testados (térmicos e mecanico)
em ambos os periodos avaliados. Descrita como farmaco de segunda
escolha na neuralgia do trigémeo, a gabapentina, na dose utilizada,
mostrou-se efetiva em reduzir a hiperalgesia apenas frente aos estimulos
térmicos (frio e calor), quando avaliada na fase tardia da neuralgia do
trigémeo. Ao ser administrada no 36° dia ap6s a cirurgia e ter seu efeito
avaliado frente a estimulacdo mecanica, de maneira semelhante a
gabapentina, na dose utilizada, a morfina ndo apresentou atividade anti-
hiperalgésica. Este conjunto de resultados parece validar o modelo como
ferramenta para a pesquisa de novas drogas com potencial terapéutico
para a neuralgia do trigémeo, ainda que aqueles atinentes a hiperalgesia
ao frio merecam ser melhor investigados. No entanto, é pertinente
ressaltar que, o modelo que utilizamos ndo parece promover 0s
episodios de dor espontdnea que sdo caracteristicos deste tipo de
neuropatia em humanos.

O passo seguinte do estudo consistiu em avaliar se 0s receptores
B; e B, para cininas consituem alvos pertinentes de uma nova
alternativa terapéutica para a neuralgia do trigémeo. Para esta finalidade,
foram testados, em diferentes periodos e por diferentes vias, 0s efeitos
anti-hiperalgésicos dos antagonistas de receptores cininérgicos des-
Arg’~(Leu®)-bradicinina (DALBK, antagonista do receptor B;) e
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Icatibante (HOE-140, antagonista do receptor B,) sobre as alteracdes
sensoriais nociceptivas induzidas pela constricdo do nervo infraorbital
em camundongos.

Quando avaliamos o efeito do tratamento com o0s antagonistas
sobre a resposta hiperalgésica frente aos estimulos térmicos (calor e frio)
e mecanico, tanto DALBK quanto HOE-140, mostraram-se eficazes em
reduzir significativamente a resposta hiperalgésica na sua fase inicial (5°
dia). O tratamento local com os mesmos antagonistas, no momento da
cirurgia, também foi eficaz em retardar o aparecimento da hiperalgesia
frente ao estimulo térmico ao calor. Observamos ainda que tanto o
receptor B; quanto o receptor B, parecem ser importantes ao
desenvolvimento da resposta hiperalgésica mecéanica e térmica, visto
gue animais nocautes para os receptores B;, B, ou duplo nocautes
constritos ndo desenvolveram altera¢Bes sensoriais nociceptivas.

Dessa forma, nossos resultados demonstram que ambos o0s
receptores para cininas (B; e B,) contribuem ao desenvolvimento e a
manutencdo da neuralgia do trigémeo em resposta a constricdo do nervo
infraorbital. Contudo, experimentos realizados na fase tardia da resposta
hiperalgésica demonstraram que o tratamento com DALBK ndo
apresenta atividade anti-hiperalgésica frente ao estimulo térmico ao
calor, mas o0 HOE-140 ainda se mostrou efetivo em reduzir a resposta
hiperalgésica frente ao frio. Estes resultados sugerem uma maior
participacdo dos receptores B; para cininas em estagios mais avancados
da neuralgia do trigémeo, demonstrando haver uma alteracdo da
participacdo dos receptores para cininas frente aos diferentes estimulos e
periodos avaliados.

Danos neurais estdo associados com inflamagdo local e
liberacdo de mediadores como CGRP, Oxido nitrico e bradicinina
(Zochodne et al., 1995; Levy e Zochodne, 1997, 1998; Levy et al.,
1999). A lesdo neural induzida pela ligacdo do nervo ciatico promove o
aumento da densidade de sitios de ligacdo para ligantes de receptores B;
e B, em neurdnios sensoriais (Petersen et al., 1998). Acreditamos que a
lesdo causada pela constricdo do nervo infraorbital, nos moldes em que
foi realizada no presente estudo, induz a ativacio de ambos o0s
receptores, B; e B, para cininas, no desenvolvimento da resposta
hiperalgésica. Com a reducdo ou até mesmo resolucdo do processo
inflamatdrio, sugerimos que o receptor B; envolvido na manutencdo da
dor cronica, e super expresso apos a inducdo mediada por citocinas (IL-
1B) e pelo proprio receptor, torne-se mais relevante para a manutencéo
da neuralgia.
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A utilizagdo de antagonistas para cininas tem demonstrado que
0 bloqueio dos receptores B, promove analgesia na fase aguda de
modelos de hiperalgesia inflamatéria (Perkins et al., 1993; Sufka e
Roach, 1996; Rupniak et al., 1997). Diversas revisGes da literatura
sugerem que o receptor B, participe da fase aguda da resposta
inflamatoria, através do aumento da permeabilidade vascular, constrigdo
venosa, dilatacdo arterial, inducdo de nocicep¢do mediada pela ativagao
de neurbnios sensoriais (fibras C e Ad) e indugdo da liberagdo de
prostandides (Ferreira et al., 1993; Dray, 1997; Couture et al., 2001).
Tem-se observado, contudo, que antagonistas do receptor B, apresentam
efeito anti-hiperalgésico tanto em modelos experimentais agudos
(Rupniak et al., 1997), quanto persistentes, de hiperalgesia inflamatéria
(Ferreira et al., 1993; Perkins et al., 1993).

Contrariamente aos antagonistas de receptores B,, antagonistas
de receptores B; mostram-se mais efeitos em promover analgesia em
modelos de hiperalgesia inflamatdria persistente (Perkins et al., 1993;
Khasar et al., 1995). O receptor B, participaria da fase crbnica destas
respostas, promovendo o recrutamento de leucdcitos, edema e
nocicepcdo (Dray, 1997; Couture et al., 2001). Porém, estudos mais
recentes também apontam um papel do receptor B; no desenvolvimento
da hiperalgesia e no comportamento normal da dor (Pesquero et al.,
2000; Ferreira et al., 2005; Quintdo et al., 2008). Em 1997, Tonussi e
Ferreira observaram, no modelo de inflamacdo articular induzida por
bradicinina, que o receptor B; estd envolvido com a ativacdo de
nociceptores, ja o receptor B, atuaria na sensibilizacdo nociceptiva. A
formagdo do complexo membranar proteolitico dos receptores B; e B,
também parece contribuir para a reducéo das respostas mediadas apenas
pela ativagdo do receptor B,, a0 mesmo tempo em que aumenta a
capacidade de sinalizacdo dos agonistas bradicinina e calidina via
complexo membranar proteolitico (Kang et al., 2004).

Em 2007, nosso grupo de pesquisa demonstrou resultados
semelhantes aos desta tese no modelo de neuropatia induzida pela
ligacdo do nervo espinhal em ratos (Werner et al., 2007). O tratamento
de ratos com os antagonistas DALBK e HOE-140 no 12° dia apés a
cirurgia inibiu de maneira significativa a resposta hiperalgésica frente a
aplicacdo de estimulos térmicos e mecanico, na pata. Neste mesmo
periodo, a expressdo de ambos os receptores (B; e B,) foi
significativamente maior na pata e nos nervos espinhais L4-L6 dos
animais submetidos a constricdo (Werner et al., 2007). A expresséo do
RNAmM para ambos os receptores avaliada no DRG também esta
aumentada no 14° dia ap6s a ligagdo do nervo espinhal (Lai et al., 2006).
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Experimentos que avaliam a resposta nociceptiva de animais
nocautes para os receptores B; e B,, em conjunto com resultados da
utilizacdo de agonistas e/ou antagonistas em modelos quimicos de
nocicepcdo, tém sugerido que ambos os receptores estdo envolvidos na
via de transmissdo nociceptiva espinhal (Ferreira et al., 2002). Quando a
participacdo dos receptores de cininas foi avaliada frente ao processo
inflamatdrio induzido por CFA, observou-se que tanto o antagonista do
receptor B; (DALBK), quanto o antagonista do receptor B, (HOE-140),
reduziram significativamente a hiperalgesia térmica ao calor avaliada na
pata de camundongos. De maneira curiosa, quando animais
geneticamente modificados para ndo expressar um dos receptores para
cininas foram avaliados no mesmo modelo, apenas 0s animais nocautes
para o receptor B; apresentaram reducgdo parcial do desenvolvimento da
hiperalgesia térmica da pata ao calor (Ferreira et al., 2001).

Resultados obtidos em experimentos in vitro revelaram que
camundongos que ndo expressam o receptor B; exibem uma reducéo de
50% na facilitagdo do disparo do reflexo espinhal nociceptivo,
fendmeno presente em varios modelos de dor neuropatica, conhecido
como wind-up (Pesquero et al., 2000). Animais submetidos a ligacdo
parcial do nervo ciatico apresentam aumento na densidade de sitios de
ligacdo (binding) para ligantes dos receptores B; e B, no DRG e medula
espinhal no 2° e 14° dia ap6s a cirurgia (lado ipsilateral). No lado
contralateral, os sitios de ligacdo tiveram um aumento significativo
apenas no 2° dia apo6s a ligacdo do nervo para o receptor B; e ambos 0s
sitios dos receptores B; e B, no DRG e na medula espinhal 14 dias ap6s
a cirurgia (Petcu et al., 2008).

Utilizando o modelo de ligacdo do nervo ciatico, Ferreira et al.
(2005) observaram que o tratamento com DALBK mostrou-se efetivo
em atenuar o inicio da resposta hiperalgésica mecanica, porém nao
apresentou atividade anti-hiperalgésica quando foi administrado no 48°
dia apds a cirurgia. Neste mesmo trabalho, foi observado um aumento
significativo nos niveis de RNAm do receptor B; no 7° dia ap6s a
cirurgia, quando este foi avaliado na pata, nervo ciatico e medula
espinhal. Corroborando esses achados, utilizando o modelo de
neuropatia induzida pela avulsdo do plexo braquial, Quintdo e
colaboradores (2008) também demonstraram a participacdo dos
receptores B; no desenvolvimento da hiperalgesia térmica e mecanica,
assim como detectaram aumento nos niveis de RNAm e expresséo de
proteinas para este receptor na medula espinhal, hipotalamo, hipocampo,
talamo e cortex cerebral 4 dias ap0s a cirurgia.
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A utilizacdo de animais nocaute para o receptor B, B, ou duplo
nocaute no nosso projeto demonstrou que ambos 0s receptores sdo
importantes para o desenvolvimento da hiperalgesia orofacial mecénica
e térmica ao calor, ainda que o antagonista do receptor B; (DALBK)
reverta significativamente a hiperalgesia mecéanica tardia em
camundongos Swiss constritos. Uma vez ativados, 0s receptores para
cininas podem atuar por diferentes vias de transdugéo de sinal, incluindo
ativacdo da fosfolipase A;, C e D, com subsequente liberagdo de
prostaglandina, 6xido nitrico, diacilglicerol (DAG), fosfatos de inositol
(gerando mobilizacdo de calcio intracelular) e vérias isoformas de
proteina quinase C. Além destas vias, o receptor B, também pode atuar
via proteinas tirosina quinase, fosfatases e MAPKS (Couture e Lindsey,
2000; Couture at al., 2001; Marceau e Regoli, 2004; Mizumura et al.,
2009).

Dados eletrofisioldgicos e imunohistoquimicos sugerem que o
receptor B, presente em neurénios do corno dorsal da medula espinhal
ative, diretamente, a PKC, gerando aumento do célcio intracelular via
inositol trifosfato (IP3), e, indiretamente, ative a PKA através da
producdo de PGE,. A ativacdo das duas proteinas quinases aumenta as
correntes decorrentes da ativacdo dos receptores NMDA e AMPA,
aumentando a transmissdo excitatoria neuronal (Kohno et al., 2008). Em
neurbnios do corno dorsal da medula espinhal, a bradicinina induz
fosforilacdo e consequente ativacdo da ERK (Xin et al., 2006; Polgar et
al., 2007).

A acdo da bradicinina via receptores B, também pode induzir a
ativagdo do fator nuclear kappaB (NFkB), @ expressdo génica de IL-1B
(Pan et al., 1998) e a producdo de IL-6 e IL-8 (Hayashi et al., 1998).
Estes dados favorecem a hipotese de que o receptor B, atue no inicio do
processo inflamatério ou do dano neuronal e que, por um mecanismo de
auto-regulacdo, a dessensibilizagdo dos receptores B, ocorra
conjuntamente com o aumento da expressao de receptores B;. Além dos
segundos mensageiros acoplados ao receptor B,, varias citocinas como
TNF-a, IL-1pB, IL-2, IL-8 e 0 NF«B podem induzir o aumento da
expressdo dos receptores B; e estas por sua vez sdo induzidas pela
ativacdo do receptor B; (Calixto et al., 2000; Marceau e Regoli, 2004).
O aumento da expressdo dos receptores B; em neurbnios sensoriais tem
sido relacionado com condicdes neuropaticas e a presenca de GDNF,
enquanto a super expressdo dos receptores B, é mediada pelo fator de
crescimento do nervo (Vellani et al., 2004; Mizumura et al., 2009).

Desta maneira, sdo multiplas as vias pelas quais o0s receptores
de bradicinina podem atuar para a indugéo da resposta hiperalgésica. No



71

modelo de neuralgia do trigémeo utilizado, ambos os receptores B; e B,
parecem atuar igualmente no desenvolvimento das alteragdes sensoriais.

Durante a realizacéo do presente projeto, dois artigos (Lai et al.,
2006; Lai et al, 2008) descrevendo a agdo prdé-nociceptiva da dinorfina
sobre receptores B; e B, para cininas nos chamaram a atencdo. Dos
dados da literatura surgiram duas perguntas. Sera que a dinorfina é
capaz de induzir hiperalgesia orofacial? A dinorfina pode atuar sobre 0s
receptores B; e B, para cininas de modo a participar da mediacdo da
resposta hiperalgésica observada no nosso modelo?

Para responder essas perguntas injetamos dinorfina A (1-17)
centralmente, pela via subaracndide (entre C1 e o 0sso occipital).
Observamos que uma Unica administracdo do opidide induziu
hiperalgesia térmica ao calor na regido orofacial persistente (6 dias).
Porém, a administracdo de dinorfina A (1-17) ndo acarretou nenhuma
alteracdo significativa na sensibilidade dos animais & aplicacdo de
estimulo térmico frio ou mecénico.

Tanto o pré-tratamento dos animais com DALBK, quanto com
HOE-140, foram eficazes em retardar o aparecimento da resposta
hiperalgésica a administracdo de dinorfina A (1-17). J& no pOs-
tratamento, administrado no periodo em que a hiperalgesia ja estava
instalada (3° dia), apenas o antagonista DALBK reduziu de maneira
significativa a resposta hiperalgésica na primeira hora ap6s sua
administragdo. Experimentos controles adicionais revelaram que o
tratamento com antagonista ndo seletivo dos receptores opidides
(naloxona) ou seletivo para o0s receptores xk (hor-BNI), tanto
previamente quanto ap0s a cirugia, ndo alteraram a resposta
hiperalgésica induzida pela dinorfina A. Ja o tratamento prévio com o
antagonista do receptor glutamatérgico NMDA (MK-801) foi capaz de
bloquear o desenvolvimento da hiperalgesia. No entanto, quando o
mesmo foi administrado durante a hiperalgesia (p6s-tratamento no 3°
dia) ndo apresentou nenhuma eficéacia.

Estes resultados assemelham-se aos descritos na literatura.
Quando a dinorfina A é administrada pela via intratecal em ratos, a
mesma promove hiperalgesia térmica que é acompanhada ainda pelo
desenvolvimento de hiperalgesia mecéanica (Lai et al., 2006). A
administracdo intratecal de dinorfina A (1-17) induz hiperalgesia
mecanica por mais de 60 dias em ratos. O tratamento intratecal com
MK-801 (antagonista do receptor glutamatérgico NMDA) bloqueia o
seu desenvolvimento da hiperalgesia, mas ndo é eficaz em reverte-la.
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Por outro lado, nenhuma alteracdo foi observada quando naloxona foi
administrada pela mesma via (Vanderah et al., 1996).

As dinorfinas sdo opidides enddgenos que se assemelham a leu-
encefalina com porgdes C terminais extendidas. A dinorfina A (1-17) é o
maior fragmento proteolitico da pro-dinorfina, amplamente distribuido
no sistema nervoso central (Civelli et al., 1985). A dinorfina
desempenha diversas fungbes fisiologicas, incluindo regulacao
neuroendécrina, da atividade motora, de fungbes cardiovascular e
respiratoria, regulacdo da temperatura, comportamento de ingesta
alimentar, responsividade ao estresse e regulacdo da dor (Fallon e Leslie
1986; Bruijnzeel et al., 2009; Wee e Koob, 2010). O receptor «k opidide,
0 qual tem como ligante enddgeno a dinorfina, também parece estar
envolvido nos mecanismos de reforgo/recompensa a drogas de abuso.
Agonistas deste receptor blogueiam o efeito de refor¢o/recompensa da
droga, possivelmente através de sua agdo sobre a resposta
aversiva/punitiva. A estimulagido do receptor k opidide inibe a liberagdo
da dopamina no estriado. Por outro lado, evidéncias sugerem que o
abuso de drogas promove ativagdo dos receptores k opiodides, fendmeno
gue pode ter um papel importante no aspecto motivacional da
dependéncia em animais submetidos ao estresse (Bruijnzeel et al., 2009;
Wee e Koaob, 2010).

A dinorfina A distingue-se dos demais opidides enddgenos por
sua acdo excitatoria (e excitotéxica) neuronal mediada por receptores
ndo-opidides. Diversos modelos de dor inflamatdria ou neuropatica,
como aquelas induzidas pelo CFA, pela ligagdo do nervo espinhal, dor
de céncer ésseo, pancreatite cronica, hiperalgesia seguida da exposicao
prolongada a morfina ou nicotina, trauma espinhal e artrite mostram-se
associados a elevagdes regionais significativas da dinorfina A na medula
espinhal (para revisdo ver: Malan et al., 2000; Gardell et al., 2004; Lai et
al.,, 2008). A dinorfina A estimula a liberagdo de aminoacidos
excitatorios de culturas neuronais (Skilling et al., 1992; Wang et al.,
2001), induz o aumento de célcio intracelular (Tang et al., 2000) e pode
ser excitotdxica em altas doses (Hauser et al., 1999). Fragmentos da
dinorfina reconhecidamente podem aumentar a liberacdo de CGRP de
fibras aferentes primarias em preparagdes da medula espinhal (Claude et
al., 1999) e em culturas de DRG (Lai et al., 2001), bem como ativar
PKC na medula espinhal (Wang et al., 2001)

Dados da literatura confirmam a hipotese de que a dinorfina A
espinhal atua de maneira similar na tolerancia a opidides e no dano
neural. Tanto a administragdo central de agonistas p opidides, quanto a
lesdo neural periférica, induz hiperalgesia mecénica e térmica,
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diminuigdo na responsividade nociceptiva ao tratamento central com
opidides (tolerancia) e aumento na concentracdo de dinorfina espinhal.
Em ambos os casos, a dinorfina parece atuar como mediador enddgeno,
promovendo o estado hiperalgésico e a tolerancia ao opidides. A
administragdo do antissoro anti-dinorfina reverte estas alteracOes
sensoriais (Vanderah et al., 2000).

O desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica e térmica apds a
ligacdo do nervo espinhal foi bloqueada em animais nocautes para a
PKCe e animais 129S6 (que ndo desenvolvem tolerancia a morfina).
Nestas duas linhagens, os niveis de dinorfina espinhal ndo foram
alterados pelo procedimento. Porém, os animais 129S6 desenvolviam
hiperalgesia prolongada em resposta a uma Unica administracdo de
dinorfina A (1-17). Estes resultados indicam que niveis espinhais
elevados de dinorfina A sdo importantes para a indugdo da hiperalgesia
e que 0s animais 129S6, apesar de ndo apresentarem aumento dos niveis
de dinorfina, possuem todos 0os mecanismos espinhais que medeiam a
resposta pré-nociceptiva a dinorfina A (Gardell et al., 2004).

Em 2005, Wu e colaboradores demonstraram que 0 antissoro
anti-dinorfina A (1-17), administrado pela via intratecal, era capaz de
revelar a atividade anti-hiperalgésica de doses subefetivas de morfina na
hiperalgesia mecanica induzida pela ligacdo parcial do nervo ciatico.

Anélises imunohistoquimicas do corno dorsal da medula
espinhal de ratos demonstraram a co-localizacdo da dinorfina A e pro-
dinorfina com CGRP e SP, presentes principalmente nas fibras das
laminas I, 1l e V (Marvizén et al., 2009). Estes dados sugerem que a
dinorfina estd presente nas fibras aferentes nociceptivas, juntamente
com outros mediadores nociceptivos, auxiliando no desenvolvimento da
hiperalgesia e dor neuropética. Recentemente, Takeda e colaboradores
(2010) demonstraram que, apo6s a inducdo da dor inflamatdria por CFA,
estimulos nociceptivos ativam diferentes areas do cérebro, mas que esse
efeito ndo foi observado em animais nocautes para pré-dinorfina.

Diversos artigos atribuem o efeito nociceptivo da dinorfina a
ativacdo de receptores NMDA, mais especificamente a subunidade
NR2B (Tan-No et al., 2002). Aalém de atuar em receptores NMDA, a
dinorfina A (2-17) também induz a fosforilagdo da proteina ativada por
mitdégeno p38 na medula espinhal e 0 aumento na concentracdo de PGE,
no fluido cérebro espinhal (Svensson et al., 2005). A dinorfina e seus
fragmentos parecem manter a dor neuropética também mediante a
ativacdo dos receptores glutamatérgico NMDA (Tang et al., 1999). No
presente estudo observamos que o antagonista do receptor NMDA, MK-
801, foi capaz de impedir o desenvolvimento da hiperalgesia induzida
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pela dinorfina administrada pela via subaracnéide. Porém, uma vez
estabelecida a resposta hiperalgésica, no 3° dia, o receptor NMDA
parece deixar de participar na manuntencdo desta resposta, visto que o
bloqueio desse receptor ndo com o0 MK-801 ndo modifica mais o limiar
nociceptivo dos animais. Portanto, outros receptores devem estar
envolvidos na manutencdo da hiperalgesia induzida por uma Unica
adminisntracdo de dinorfina A.

Curiosamente, o desenvolvimento de tolerdncia a acédo
antinociceptiva dos canabindides é acompanhado pelo surgimento de
hiperalgesia a agonistas canabinéides como o WIN 52,212-2, bem como
pelo aumento na concentracdo de dinorfina espinhal. Estes efeitos séo
bloqueados pelo tratamento prévio com MK-801 ou antissoro para
dinorfina A (1-13) (Gardell et al., 2002a). O tratamento com antissense
para o receptor CB1 também promove hiperalgesia e aumenta os niveis
espinhais de dinorfina A, efeitos que séo previnidos pela administracéo
intratecal de MK-801 ou antissoro anti-dinorfina (Dogrul et al., 2002).
Contudo, é importante ressaltar que a atividade antinociceptiva dos
canabinoides ndo esta correlacionada com os receptores k opidides ou
com a dinorfina espinhal, pois animais pré tratados com nor-BNI
(antagonista seletivo do receptor k opidide) ndo alterou a curva dose
resposta do WIN 52,212-2 ou A’-tetra-hidrocanabinol em animais
nocautes ou do tipo selvagem para a pro-dinorfina (Gardell et al.,
2002b).

Uma avaliacdo das alteracbes de expressdo de proteinas e
RNAm para os receptores opidides (u, 6 e k) e para 0s precursores dos
peptideos opidides (pré-opiomelanocortina, pré-encefalina e proé-
dinorfina), em modelos de dor inflamatéria e neuropatica, revela
diferengas entre os mecanismos envolvidos na inducdo da resposta
nociceptiva em cada condigdo. Com exce¢do do aumento na transcri¢do
dos receptores u no 14° dia ap6s a inducdo de hiperalgesia por CFA,
nenhuma alteracdo foi observada na transcri¢do dos receptores opidides
neste modelo inflamatério. J& na hiperalgesia induzida pela constri¢do
no nervo ciatico, observa-se uma reducdo na transcricdo de todos os
receptores opidides, acompanhado da reducdo na expressdo dos
receptores k no 14° dia ap6s a constrigdo. Esta reducdo dos receptores k
contrasta com 0 aumento tanto nos niveis da proteina quanto de RNAm
para dinorfina (Obara et al., 2009). A reducdo do receptor x opidide
pode ser uma das explicagGes pelas quais ndo observamos nenhuma
alteracdo do limiar nociceptivo ao utilizarmos os antagonistas dos
receptores opidides naloxona (que ndo € seletivo, mas atua
preferencialmente sobre receptor p) e nor-BNI (seletivo para receptor ).
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Outra justificativa para o resultado é que, em maiores concentracGes, a
dinorfina esteja atuando em receptores B; e B, para cininas no complexo
sensorial trigeminal para produzir seu efeito hiperalgésico.

Reforcando esta hipétese, resultados em cultura de células do
DRG e F-11 (neuroblastoma de camundongos) demonstraram que a
administracdo de HOE-140 foi capaz de bloquear o influxo de célcio
causado pela dinorfina e, quando administrado pela via intratecal, o
mesmo produziu inibicdo significativa da hiperalgesia térmica e
mecanica induzida pela dinorfina A (2-13). J4 o DALBK foi capaz de
reduzir significativamente apenas a hiperalgesia térmica. Corroborando
os dados farmacoldgicos, animais nocautes para o receptor B, ou para a
pré-dinorfina ndo desenvolvem resposta hiperalgésica a dinorfina A (2-
13). Este conjunto de resultados sugere que o receptor B,, assim como
altos niveis de dinorfina, sdo necessarios para a manutencdo da
hiperalgesia em modelos neuropaticos (Lai et al., 2006). Por fim, a
demonstracdo de que a dinorfina A desloca a ligacdo da bradicinina e
calidina radioativas de seus sitios especificos de ligacdo em tecidos
cerebrais, assim como em linhagens celulares que expressam
endogenamente os receptores B; e B, com afinidade moderada (~ 1 uM)
constitui evidéncia expressiva de que a dinorfina atua ativando
diretamente receptores para cininas (Lai et al., 2008).

Nossos resultados demonstram que o tratamento diario com
HOE-140 foi capaz de retardar o surgimento da hiperalgesia em resposta
a injecdo intratecal de dinorfina, mas que o mesmo ja deixou de
promover qualquer alteracdo do limiar nociceptivo a partir do 3° dia.
Estes achados sugerem que o receptor B, para cininas tem participacdo
apenas no desenvolvimento inicial da resposta hiperalgésica induzida
pela dinorfina A (1-17). Por sua vez, o tratamento diario com DALBK
foi capaz de promover um bloqueio mais efetivo da resposta
hiperalgésica a dinorfina A (1-17), inclusive abolindo a hiperalgesia por
completo a partir do 3° dia de administracdo, evidenciando uma maior
participacdo do receptor B; tanto na instalagdo quanto na manutencao da
hiperalgesia.

Se modelos experimentais de neuropatia induzem aumento nos
niveis espinhais de dinorfina A, que, por sua vez, atua sobre receptores
B, e B, para cininas para induzir altera¢cdes nociceptivas, consideramos
que seria oportuno avaliar a participacdo da dinorfina na promocéo da
hiperalgesia orofacial associada ao modelo de constricdo do nervo
infraorbital. Neste sentido, observamos que o tratamento dos animais
com antissoro anti-dinorfina A, no 5° dia apds a cirurgia, foi capaz de
reduzir de maneira significativa a hiperalgesia térmica ao calor por até 2
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h apos sua administracdo. Como controle positivo, realizamos ainda o
tratamento prévio dos animais com o antissoro anti-dinorfina A e
verificamos que o mesmo bloqueou o desenvolvimento da resposta
hiperalgésica a dinorfina A.

Depois da ligacdo do nervo espinhal, tanto camundongos
nocautes para pro-dinorfina como os do tipo selvagem apresentam sinais
de dor neuropatica no 2° dia apdés a cirurgia, sugerindo que o
desenvolvimento da hiperalgesia pos-operatéria ndo depende da
dinorfina. Por outro lado, camundongos do tipo selvagem exibem um
aumento significativo nos niveis de dinorfina no 10° dia ap6s a cirurgia
similar aos observados em ratos (Wang et al., 2001; Malan et al., 2000),
que se correlaciona a presenca de dor neuropatica sustentada. Além
disso, neste mesmo periodo, animais nocautes para pro-dinorfina
apresentam uma completa recuperacdo da sensibilidade a estimulos
mecéanicos e térmicos, demonstrando a importancia da dinorfina para a
manutencdo da dor neuropdtica. O tratamento com antissoro anti-
dinorfina A, pela via intratecal, no 14° dia (mas ndo no 2° dia) apds a
cirurgia também reverteu a resposta hiperalgésica de animais do tipo
selvagem. J& o tratamento com MK-801, pela mesma via, reduziu a
hiperalgesia em ambos os periodos avaliados (2° e 14° dia ap6s a
cirurgia) (Wang et al., 2001). Estes dados sugerem que mecanismos
diferentes estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da dor
neuropatica, e que a dinorfina estaria envolvida apenas na fase tardia da
resposta hiperalgésica. Porém, os nossos resultados obtidos no modelo
de constricdo do nervo infraorbital sdo contrarios a esta hipétese, pois o
pré-tratamento com o antissoro anti-dinorfina mostrou-se capaz de
bloguear o desenvolvimento da resposta hiperalgésica induzida pelo
procedimento.

A dor neuropética é uma dor cronica que acomete milhares de
pessoas e segue sem possuir um tratamento farmacoldgico totalmente
satisfatorio. Na maioria das vezes, a medicacdo utilizada serve apenas
para melhorar a qualidade de vida do paciente através do tratamento de
sintomas associados a neuropatia como insdnia, ansiedade e depressdo.
A neuralgia do trigémeo, apesar de acometer um ndmero reduzido de
pessoas (cerca de 4 a cada 100.000 pessoas; Oliveira et al., 2009), traz
grande desconforto e perda da qualidade de vida para a pessoa
acometida por ela. A carbamazepina, farmaco de primeira escolha para a
neuralgia do trigémeo, nem sempre é bem tolerada pelos pacientes.
Outras classes de farmacos sdo indicadas para o seu tratamento, porém
nem todos os pacientes respondem bem ao tratamento cronico.
Intervengdes  cirdrgicas  podem  constituir  alternativas  nao
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farmacoldgicas de tratamento. Porém, como a neuralgia do trigémeo
acomete principalmente pessoas mais velhas e a cirurgia pode ocasionar
perda de sensibilidade na regido afeta, meningites e em alguns casos
risco de morte, nem sempre tais intervencdes sdo desprovidas de risco.

A comunidade cientifica tem questionado nos ultimos anos a
validade dos modelos experimentais utilizados na triagem de novas
terapias farmacoldgicas, pois muitas substdncias promissoras em
pesquisas pré-clinicas ndo passam das fases inicias em ensaios clinicos.
No entanto, é inquestionavel o avango cientifico dos ultimos anos,
principalmente no que tange o conhecimento dos mecanismos celulares
e bioquimicos envolvidos na plasticidade neuronal da dor neuropatica. A
busca por novas alternativas farmacolégicas para o tratamento da dor
neuropatica, dentre elas a neuralgia do trigémeo, continua sendo um dos
principais objetivos para pesquisadores da area. Nesse sentido, a
demonstracdo da eficicia de farmacos utilizados na clinica em animais
experimentais (como os utilizados neste trabalho) contribui para a
validacdo do modelo a ser utilizado na avaliacdo pré-clinica de
potenciais novos alvos terapéuticos, como, por exemplo, antagonistas de
receptores B; e B, para cininas. Os resultados do presente estudo
destacam a eficacia do antagonista para o receptor B; (Ver detalhes
Tabela 1).

Tabela 1: Influéncia dos diferentes tratamentos em diferentes periodos da hiperalgesia
térmica e mecénica induzida pela constricdo do nervo infraorbital em camundongos Swiss.
Os simbolos | e - indicam reducgéo ou sem alterag&o, respectivamente.

RESPOSTA HIPERALGESICA AOS DIFERENTES ESTIMULOS APOS CNIO
TRATAMENTO

Calor Calor Frio Frio Mecdnico Mecdnico

(Fase inicial) (Fase finall (Fase inicial} (Fase final} (Fase inicial) (Fase final)
Carbamazepina ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
Gabapentina ¢ ¢ ¢ ¢ — —
Morfina & ¢ ‘L ,L ‘L —
Indometacina & - ¢ ¢ ¢ —_
DALBK ¢ - ‘L ’L ¢ 'L
HOE-140 ¢ — J' ‘L J’ =

No presente projeto, além de padronizar em camundongos um
modelo de neuralgia do trigémeo descrito previamente para ratos,
demonstramos a participacdo dos receptores B; e B, para cininas nas
alteracGes da reatividade nociceptiva orofacial associadas ao modelo de
constricgdo do nervo infraorbital. Por meio de ferramentas



78

farmacoldgicas e imunologicas, observamos ainda o envolvimento da
dinorfina A na hiperalgesia térmica ao calor induzida pela constri¢do do
nervo infraorbital por interacdo, principalmente, com o receptor B;, mas
ainda e em menor grau com o receptor B, para cinina e receptor do tipo
NMDA para glutamato. Os possiveis mecanismos pelos quais a
dinorfina A e os receptores para cininas participam do desenvolvimento
e manutencdo da hiperalgesia orofacial induzida pela constricdo do
nervo infraorbital em camundongos s&o ilustrados na Figura 26.

Figura 26: Esquema dos possiveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento e
manutenc¢do da hiperalgesia orofacial induzida pela constri¢cdo do nervo infraorbital em
camundongos. O Painel A (pagina ao lado) sugere que, em condi¢bes normais, a dinorfina
presente em interneurdnios do complexo trigeminal estimule receptores opidides localizados
em neurdnios trigeminais de primeira ordem, limitando a resposta a estimulagdo nociva,
através de ativagdo indireta de canais retificadores de potassio acoplados a proteina G e
inibicdo de canais de célcio sensiveis a voltagem (como descrito por Lai et al., 2001). De
acordo com os resultados observados no presente estudo, o Painel B (pagina ao lado)
exemplifica as possiveis vias pelas quais a dinorfina A possa exercer a sua agéo hiperalgésica.
Ap6s a constri¢do do nervo infraorbital, a estimulacdo nociceptiva persistente promovido pela
liberagdo de mediadores como a bradicinina (aliado ao possivel aumento do influxo de célcio
no interneurdnio inibitério) induz a superexpressdo da dinorfina A em interneurdnios do
complexo trigeminal, que passam a libera-la em grande quantidade, promovendo ativagéo
excessiva de receptores B; e B, para cininas, mas principalmente do receptor B;. O sitio de
ligagéo que medeia esses efeitos ainda é desconhecido. Porém, uma vez ativados os receptores
de cininas ativam a fosfolipase C (PLC), com consequente formacéo de diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato A (IP3). O DAG ativa a proteina quinase C (PKC) que por sua vez fosforila
intracelularmente receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, contribuindo para o influxo de
célcio. Ja o IP3, aumenta os niveis de célcio intracelular, com consequente liberacdo de
vesiculas contendo neurotransmissores excitatorios como glutamato, substancia P e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (SP/CGRP), e interleucina 1§ (IL-1B). Uma vez liberada na
fenda sindptica, a IL-1p atua tanto em neurdnios trigeminais pds-sinaptcos (de segunda ordem),
contribuindo para a excitabilidade neural juntamente com o0s outros neurotransmissores
excitatorios, quanto em neurdnios trigeminais pré-sinapticos (de primeira ordem), contribuindo
para 0 aumento da expressdo de receptores B; para cininas (via transcricdo génica) e
consequente manutengdo do aumento de excitabilidade neural.

Legenda:
AV 4
‘.l Receptor k-opidide (|| Receptordeil-1p P PKC ® Dinorfina
- @ PrLC > 1B

'. Receptor B1 ‘Canaldecalcno DAG ® Glutamato
ll. Receptor B2 [ Receptor NMDA @ 3 P SP/CGRP
® pBradicinina

n Canalde K* ' Receptor NK1 @ ProteinaG (P) Fésforo
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A)

Neurénio Trigeminal
de 1° ordem (integro)

B ¥
Neurdnio Trigeminal de 2° ordem 0

B) @
Interneuronio Inibitorio o) « Neurdnio Trigeminal

Toamertedo de 1° ordem (lesado)
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7. CONCLUSOES

O modelo de neuralgia do trigémeo induzida pela constri¢do do
nervo infraorbital foi padronizado, com sucesso, em
camundongos Swiss e C57BI/6;

Os efeitos do tratamento com farmacos comumente utilizados
na clinica para tratamento da neuralgia do trigémeo e com anti-
inflamatorio ndo esteroidal foram qualitativamente semelhantes
ao que se observa na clinica, o que parece validar o modelo para
0 estudo de novas terapias farmacoldgicas em pacientes com
esta condicéo;

O tratamento com antagonistas dos receptores B; e B, para
cininas demonstrou a participacdo de ambos o0s receptores no
desenvolvimento e manutencdo da resposta hiperalgésica
orofacial induzida pela constri¢cdo do nervo infraorbital;
Animais nocautes para os receptores B; e B, para cininas ou
duplo nocaute corroboraram o0s resultados obtidos com
ferramentas farmacoldgicas, visto que ndo apresentaram
resposta hiperalgésica a constricdo do nervo infraorbital;

Uma Unica administracdo pela via subaracnoide de dinorfina A
(1-17) foi capaz de induzir hiperalgesia térmica orofacial
prolongada, a qual foi blogueada pelo tratamento prévio com
antagonistas dos receptores B; e B, para cininas e do receptor
glutamatérgico NMDA. Apenas o antagonista para o receptor
B, foi efetivo em reduzir a hiperalgesia sustentada induzida pela
dinorfina A (1-17) ao ser administrado diariamente, o que
sugere uma maior participagdo de mecanismos operados por
este receptor na manutencao da hiperalgesia;

O tratamento com o antissoro anti-dinorfina A, no 5° dia ap6s a
cirurgia, foi capaz de reduzir significativamente a resposta
hiperalgésica, demonstrando a participacdo da dinorfina A na
manutencao da neuralgia do trigémeo.
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Mechanisms coupled to kinin By and B, receptors have been implicated in sensory changes associated to
various models of neuropathy. The current study aimed to investigate if kinins also participate in orofa-
cial thermal hyperalgesia induced by constriction of the infraorbital nerve (CION), a model of trigeminal

I(fywords.‘ neuropathic pain which displays persistent hypersensitivity to orofacial sensory stimulation, in rats and
glﬂ;nsl . mice. Male Swiss mice (30-35 g) or Wistar rats (200-250 g; n = 6-10 per group in both cases) underwent
radykinin

CION or sham surgery and were submitted repeatedly to application of heat (~50 °C) to the ipsilateral or
contralateral snout, delivered by a heat source placed 1 cm from the vibrissal pad. Decreases in latency to
display head withdrawal or vigorous snout flicking were considered indicative of heat hyperalgesia. CION
caused long-lasting heat hyperalgesia which started on Day 2 after surgery in both species and lasted up
to Day 17 in mice and Day 10 in rats. Administration of DALBK or HOE-140 (peptidic B; and B, receptor
antagonists, respectively; each at 3 nmol in 10 pl) onto the exposed infraorbital nerve of mice at the
moment of surgery delayed the development of the thermal hyperalgesia. Systemic treatment on Day
5 (mice) or Day 4 (rats) with Des-Arg®, Leu®-Bradykinin (DALBK, B; receptor antagonist, 0.1-1 pmol/kg,
i.p.) or HOE-140 (B, receptor antagonist, 0.001-1 umol/kg, i.p.) transiently reduced heat hyperalgesia
in both species. Due to the peptidic nature of DALBK and HOE-140, it is likely that their effects reported
herein resulted from blockade of peripheral kinin receptors. Thus, mechanisms operated by kinin B; and
B, receptors, contribute to orofacial heat hyperalgesia induced by CION in both mice and rats. Perhaps
kinin B; and B, receptor antagonists might constitute effective preventive and curative treatments for
orofacial thermal hyperalgesia induced by nerve injury.

Kinin receptors
Orofacial hyperalgesia
Infraorbital nerve
Neuropathic pain
Nociception

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Kinins are endogenous peptides involved in various pathophys-
iological processes, such inflammation, increased vascular perme-
ability, vasodilatation and pain. They are formed in plasma and
tissues in response to infection, tissue trauma or inflammatory
alterations (for review see Calixto et al., 2000). Once formed and
released, kinins exert most of their biological effects by the activa-
tion of two G-protein-coupled receptors termed B; and B,. The B,
receptors are expressed constitutively in many peripheral tissues
and in the CNS and exhibit higher affinity for bradykinin (BK)
and Lys-BK peptides. On the other hand, B; receptors display high
affinity for the respective metabolites of these peptides, specifi-
cally Des-Arg®-BK and Lys-Des-Arg®-BK. It is worth noting that B,
receptors are usually not expressed under physiological conditions,
but their expression levels may be quickly up-regulated in re-
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sponse to several inflammatory stimuli and tissue injury (for re-
views see Calixto et al., 2004; Campos et al., 2006).

It has been reported that patients with neuropathic pain pres-
ent elevated serum levels of BK (Blair et al., 1998). Several studies
have demonstrated the participation of kinins and their receptors
in experimental models of neuropathic pain. Systemic administra-
tion of By or B, receptor antagonists have been found to attenuate
thermal hyperalgesia and mechanical allodynia induced by sciatic
nerve constriction in rats and mice (Levy and Zochodne, 2000;
Yamaguchi-Sase et al., 2003; Gougat et al., 2004; Ferreira et al.,
2005). Moreover, sciatic nerve constriction also increases levels
of B; and B, receptor mRNA or protein in dorsal root ganglia
(DRG) in both species (Petersen et al., 1998; Levy and Zochodne,
2000; Yamaguchi-Sase et al., 2003; Rashid et al., 2004). More re-
cently, our group reported that kinins contribute distinctly to the
development of hyperalgesic states induced by partial ligation of
the sciatic nerve (Ferreira et al., 2005), L5/L6 spinal nerve ligation
in rats (Werner et al., 2007) and avulsion of the brachial plexus
in mice (Quintdo et al., 2008). However, the role of kinin receptors
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in a model of orofacial neuropathic pain has never been
investigated.

Branches of the trigeminal nerve are particularly vulnerable to
damage during surgical procedures or maxillofacial injury. Such
occurrences can inflict various forms of sensory disturbance in a
significant proportion of patients, leading to the development of
neuropathic pain (Becerra et al., 2006). Another form of neuro-
pathic pain is trigeminal neuralgia, which is characterized by se-
vere lancinating pain in orofacial regions innervated by the
trigeminal nerve. None of the medical or surgical procedures cur-
rently available for treatment of the different forms of orofacial
neuropathic pain provide reliable and permanent pain relief. In
addition, substantial differences exist between the transmission
and processing of nociceptive information by the trigeminal sys-
tem, as compared to those operating in peripheral nerves innervat-
ing other body regions and in the spinal cord (for review see Sessle,
2000). Thus, a better understanding of the mechanisms underlying
this condition is clearly warranted in order to develop new effec-
tive strategies of treatment.

To this effect, Vos and Maciewicz (1991) developed a rat model
of constriction of the infraorbital nerve (CION) which shares many
of the features manifested by humans suffering from trigeminal
neuropathic pain, including spontaneous pain and hypersensitivity
to tactile and thermal stimuli (Vos et al., 1994; Imamura et al.,
1997; Chichorro et al., 2009). In light of these considerations, the
current study aimed to assess and compare the contribution of sig-
naling mechanisms operated by kinin B; and B, receptors to orofa-
cial thermal hyperalgesia induced by CION in rats and mice.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Experiments were conducted on male Swiss mice weighing 30—
35¢g and male Wistar rats weighing 200-250 g, supplied by the
animal house of the UFSC. Animals were housed under controlled
conditions of light (12 h light/dark cycle, lights on at 07:00 h)
and temperature, (22 * 2 °C), with free access to laboratory chow
and tap water, for at least one week prior to use. The experimental
procedures were previously approved by the Committee on the
Ethical Use of Animals of the UFSC, where the study was carried
out, and conducted in accordance with the ethical guidelines of
the International Association for the Study of Pain (Zimmermann,
1983) and Brazilian regulations on animal welfare. All efforts were
made to minimize the number of animals used and their suffering.
Upon conclusion of the experiments, the animals were promptly
sacrificed by CO, asphyxia in an acrylic chamber.

2.2. Constriction of the infraorbital nerve

Constriction of the infraorbital nerve (CION) was produced by a
slight modification of the method originally described, in rats, by
Vos et al. (1994). Briefly, mice or rats were anesthetized with an
intramuscular (i.m.) injection of a mixture of ketamine and xyla-
zine (50 and 10 mg/kg, respectively) and an incision was made in
the skin of the snout, under the right eye, about 1 (mice) and
3 mm (rats) caudal to the mystacial (vibrissal) pads. The superior
lip elevator and anterior superficial masseter muscles were bluntly
dissected to expose the rostral end of the infraorbital nerve, as it
emerged from the infraorbital fissure. Special care was taken not
to damage the facial nerve. Two silk 4-0 ligatures were then tied
loosely and 2 mm apart around the infraorbital nerve and the
wound was closed with additional silk sutures (4-0). Sham-oper-
ated animals were operated identically, but no ligatures were ap-
plied to the nerve. After surgery, all animals were treated with

oxytetracycline (200 mg/ml, i.m.) and maintained in a warm room
until full recovery from anesthesia, before returning them to their
housing quarters.

2.3. Measurement of thermal heat hyperalgesia

Thermal heat hyperalgesia of the orofacial area was measured
essentially as previously described (Almeida et al., 2008), but
adjusting heat intensity to provide baseline response latencies be-
tween 9 and 15 s. On each occasion, the animal was temporarily re-
moved from its home cage and gently held by the experimenter, so
that a radiant heat source could be positioned 1 cm from the sur-
face of the vibrissal pad. The intensity of the thermal stimulus
was adjusted so that it raised the temperature of the vibrissal
pad skin to ~50 °C within 15 s. The latency to display either head
withdrawal or vigorous flicking of the snout was recorded (in s)
using a stopwatch, and a 20 s cut-off time was used to prevent tis-
sue damage. Reductions in the response latency to heat stimulation
were considered to be indicative of thermal hyperalgesia. In order
to minimize the behavioral impact of constraint-induced stress,
each animal was habituated to being held by the experimenter sev-
eral times (but without application of the heat stimulus) over the
2 days which preceded estimations of baseline responsiveness to
thermal stimulation. To establish the time-course of the CION-in-
duced thermal hyperalgesia, the heat stimulus was applied to the
ipsilateral or contralateral sides of sham-operated or nerve-injured
CION animals on the day preceding surgery [to determine basal
responsiveness (Pre); individual withdrawal/flicking latencies usu-
ally between 9 and 15 s] and then again on postoperative Days 2, 5,
10, 13, 17, 20 and 24. In the experiments designed to investigate
the effects of drug treatments on CION-induced heat hyperalgesia,
the heat stimulus was applied solely to the side ipsilateral to
surgery.

2.4. Drug treatments

The involvement of kinin B; and B; receptors on heat hyperalge-
sia induced by CION was evaluated by treating mice or rats with
DALBK or HOE-140 (selective peptidic B; or B, receptor antago-
nists, respectively), either by local instillation during surgery or
systemically at different time points thereafter. When instilled at
the moment of the surgical procedure, DALBK (3 nmol), HOE-140
(3 nmol) or vehicle (PBS solution) were delivered directly onto
the exposed infraorbital nerve in a volume of 10 pL in mice only.
Thermal hyperalgesia was then evaluated as described above on
Days 5,10, 13, 17 and 22 after surgery. Groups scheduled to receive
systemic treatments were given an intraperitoneal (i.p.) injection
of DALBK (0.1-1 pmol/kg), HOE-140 (0.001-1 pumol/kg) or vehicle
(PBS solution, 1 ml/kg) either on Day 5 post surgery in mice or
on Day 4 in rats, when CION-induced thermal hyperalgesia was al-
ready fully established. These animals were tested immediately
prior to i.p. treatment (to evidence baseline hyperalgesia) and then
at 30 min intervals for up to a maximum of 4 h after drug admin-
istration. The doses of DALBK and HOE-140 used in this study were
chosen based on prior studies demonstrating their suitability to
provide effective blockade of B; or B, receptor-mediated effects
in vivo, either when applied locally on the nerve at the moment
of surgery (Quintdo et al., 2008) or when administered systemi-
cally (Werner et al., 2007).

2.5. Drugs and reagents

The following drugs and reagents were used: Phosphate-Buf-
fered Saline (PBS, Sigma, St. Louis, MO), DALBK (Bachem, Torrance,
CA); HOE-140 (icatibant, Sigma, St. Louis, MO); oxytetracycline
(Terramicina”, Pfizer, Guarulhos, Brazil); Xylazine (Dopaser”, Calier
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Fig. 1. Influence of CION on the response latency of mice to orofacial heat stimulation. The radiant heat stimulus was applied consecutively to the ipsilateral (A) or
contralateral (B) vibrissal pad (relative to surgery) of CION-injured or sham-operated mice, until presentation of head withdrawal or vigorous snout flicking responses. Values
represent means + SE mean of 6-10 mice, and were obtained 1 day before (Pre) and at the times indicated from Days 2 to 24 after surgery. P < 0.05 when compared to
corresponding value of sham-operated animals (Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test).

Labs, S3o Paulo, Brazil) and ketamine (Dopalen”, Sespo, Jacaref, Bra-
zil). The stock solutions of the drugs were prepared in PBS in sili-
conized plastic tubes, stored at —18 °C and diluted to the desired
concentration just before use.

2.6. Statistical analysis

Data are presented as means + SEM of 6-10 animals for each
experimental group. Statistical comparisons of the data were per-
formed by two-way ANOVA test followed by Bonferroni's post-test.
P values < 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. Influence of CION on the response latency to orofacial heat
stimulation in mice

As previously demonstrated in rats (Chichorro et al., 2009),
CION also promoted substantial decreases in response latency to
application of radiant heat to the snout in mice, as compared to re-
sponses of the sham-operated group. This thermal hyperalgesia
achieved significance as early as Day 2 after CION surgery, lasted
up to Day 17, and was restricted entirely to application of heat to
the side ipsilateral to nerve injury (Fig. 1A and B).

3.2. Effects of DALBK and HOE-140 on CION-induced heat hyperalgesia
in mice

To assess if kinins contribute to the development of CION-in-
duced heat hyperalgesia, either DALBK (selective peptidic B; recep-
tor antagonist, 3 nmol), HOE-140 (selective peptidic B, receptor
antagonist, 3 nmol) or vehicle was delivered (in 10 pL) over the
infraorbital nerve of mice during the surgical procedure. Both
antagonists postponed the onset of hyperalgesia until Day 10 after
surgery, relative to sham mice, unlike vehicle-treated CION mice
which had already fully developed hyperalgesia by Day 5 (Fig. 2).

Mice treated i.p. with the DALBK (0.1-1 umol/kg) or HOE-140
(0.01-1 pmol/kg) on Day 5 after CION surgery showed significant
transient reductions in thermal hyperalgesia (Fig. 3A and B, respec-
tively). The higher doses of DALBK and HOE-140 were more effec-
tive and presented longer lasting effects. Anti-hyperalgesic effects
of DALBK at 1 pmol/kg were observed 30, 60 and 180 min after
administration, with a peak effect at 60 min (response latencies,
in s: sham-vehicle 10 £ 0.4, CION-vehicle 4.5+ 0.2, CION-DALBK

8 +1.1). Anti-hyperalgesic effects of HOE-140 at 1 pmol/kg per-
sisted from 90 to 180 min after administration, but the greatest ef-
fect was observed at 120 min after 0.1 umol/kg injection (response
latencies, in s: sham-vehicle 9.5+0.5, CION-vehicle 4.3 +0.3,
CION-HOE-140 10.6 £ 0.6).

3.3. Effects of DALBK and HOE-140 on established CION-induced heat
hyperalgesia in rats

CION rats treated i.p., on Day 4 after surgery, with DALBK (selec-
tive B; receptor antagonist, 0.1-1 pmol/kg) or HOE-140 (selective
B, receptor antagonist, 0.001-0.1 umol/kg) also showed transient
attenuations of heat hyperalgesia (Fig. 4A and B, respectively).
DALBK was only effective at 1 pmol/kg, which promoted
anti-hyperalgesic effects at 30 and 60 min after administration.
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Fig. 2. Effect of kinin B; and B, receptor antagonist treatment on the development
of CION-induced heat hyperalgesia in mice. During CION surgery, DALBK, HOE-140
(selective By and B, receptor antagonist, respectively; each at 3 nmol), or vehicle
(10 pL of PBS) was instilled onto the exposed infraorbital nerve immediately after
ligature placement. Values represent reaction times to heat stimulation of the
ipsilateral vibrissal pad, are means + SE mean of 6-10 mice per group and were
obtained immediately before surgery (Pre) and at the days indicated following
surgery. P<0.05 when compared to corresponding value of CION-vehicle group
(Two-way ANOVA followed by Bonferroni's test). Values of sham-operated and
CION-vehicle groups differ significantly throughout Days 5-17, but symbols were
omitted for sake of clarity.
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Fig. 3. Effect of kinin B; and B, receptor antagonist treatment on ongoing (i.e. established) CION-induced heat hyperalgesia in mice. On Day 5 after surgery, CION-injured mice
received an i.p. injection of DALBK (selective B; receptor antagonist, 0.1-1 umol/kg, A) or HOE-140 (selective B receptor antagonist, 0.01-1 pmol/kg, B). Control CION-injured
and sham-operated mice were treated with vehicle (PBS). Values represent reaction times to heat stimulation of the ipsilateral vibrissal pad, are means + SE mean of 6-10
mice per group and were obtained immediately before surgery (Pre), just prior to treatment on Day 5 (time 0) and at the time points indicated thereafter. P <0.05 when
compared to corresponding value of the CION-vehicle group (Two-way ANOVA, followed by Bonferroni's test). All values of sham-operated and CION-vehicle groups on Day 5
differ significantly, but symbols were omitted for sake of clarity.
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Fig. 4. Effect of kinin B; and B, receptor antagonist treatment on ongoing (i.e. established) CION-induced heat hyperalgesia in rats. On Day 4 after surgery, CION-injured rats
received an i.p. injection of DALBK (selective B; receptor antagonist, 0.1-1 pmol/kg, A) or HOE-140 (selective B, receptor antagonist, 0.001-0.1 pmol/kg, B). Control CION-
injured and sham-operated rats were treated with vehicle (PBS). Values represent reaction times to heat stimulation of the ipsilateral vibrissal pad, are means +SE mean of 6-
10 rats per group and were obtained immediately before surgery (Pre), just prior to treatment on Day 4 (time 0) and at the time points indicated thereafter. P < 0.05 when
compared to corresponding value of the CION-vehicle group (Two-way ANOVA, followed by Bonferroni's test). All values of sham-operated and CION-vehicle groups on Day 4

differ significantly, but symbols were omitted for sake of clarity.

On the other hand, HOE-140 reduced CION-induced hyperalgesia
at both 0.01 and 0.1 pmol/kg. Significant anti-hyperalgesia was de-
tected between 60 and 120 min after injection of either dose, but
0.01 pmol/kg appeared to be more effective (response latencies
at 60 min, in s: sham-vehicle 9.8 + 0.9, CION-vehicle 5.7 +0.7,
CION-HOE-140 10.7 +1.0) and also decreased hyperalgesia at
30 min.

4. Discussion

The current study represents, to our knowledge, the first report
that CION, a model of trigeminal neuropathic pain originally devel-
oped in rats, also promotes long-lasting orofacial thermal hyperal-
gesia in mice. Moreover, it provides original evidence that this
phenomenon is mediated to a significant extent by mechanisms
coupled to kinin B; and B, receptors in both rats and mice.

The time-course for the development of CION-induced thermal
hyperalgesia in mice was quite similar to that seen in rats
(Chichorro et al., 2009). In both species, hyperalgesia starts on
Day 2 following surgery, is restricted to the ipsilateral side and per-

sists for several days (up to Days 17 and 10 after surgery in mice
and rats, respectively). In contrast, Imamura et al. (1997) described
that rats submitted to CION developed bilateral orofacial thermal
hyperalgesia, but that study employed a distinct surgical proce-
dure, with access to the nerve through the roof of the mouth.
Two recent studies also reported sensory alterations in the orofa-
cial region resulting from injury to mice trigeminal nerve branches.
The first (Xu et al., 2008) reported spontaneous facial grooming,
persistent mechanical allodynia and morphological changes in
the brainstem (i.e. cell proliferation and activation of astrocytes
and microglia) as early as Day 1 after partial ligation of the infraor-
bital nerve. The second (Seino et al., 2009) showed that tight liga-
tion of the mental nerve promoted a transient mechanical
hyperalgesia 2-3 days after surgery, which was accompanied by
increased substance P levels in the injured nerve. However, neither
of these studies assessed the effectiveness of these procedures in
establishing orofacial thermal hyperalgesia. On the other hand, it
remains to be seen if CION can also promote orofacial mechanical
and cold hyperalgesia in mice, and if their time-courses and later-
ality profiles are similar to those we previously established in rats
(Chichorro et al., 2006a,b).
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There is ample evidence that signaling via kinin B; and B; recep-
tors is implicated in nociceptive alterations during inflammation
and neuropathy. Most of the evidence stems from experiments
using selective kinin receptor antagonists (Calixto et al., 2000;
Ferreira et al., 2001). Concerning studies on thermal hyperalgesia
in particular, rats with congenital deficiency in plasma kininogens
develop less hind paw heat hyperalgesia in response do chronic
constriction of the sciatic nerve (Yamaguchi-Sase et al., 2003). Also,
systemic treatment of rats with DALBK or HOE-140 on Day 12 after
spinal L5/L6 nerve ligation attenuated ongoing heat hyperalgesia of
the ipsilateral hind paw (Werner et al., 2007). Another elegant
study showed, in this same model, that hind paw thermal (and
mechanical) hyperalgesia can by suppressed by intrathecal injec-
tions of DALBK and HOE-140, which strongly suggests that both
antagonists display a central component of anti-hyperalgesic ac-
tion (Lai et al., 2006). In mice, however, Ferreira et al. (2001,
2005) showed that only B; receptor activation is involved in the
prolonged hind paw thermal hyperalgesia induced either by CFA
(inflammatory stimulus) or by partial ligation of the sciatic nerve.
Both studies proposed a shift in the balance of the kinin receptor
population modulating heat sensitivity, in which B, receptors pre-
dominate over B, receptors to promote acute thermal hyperalgesia,
whereas up-regulation of B; receptors, allied to down-regulation of
B, receptors, perpetuates hyperalgesia in states of chronic inflam-
mation and neuropathy.

The present study detected a significant delay in the onset of
orofacial thermal hyperalgesia when DALBK or HOE-140 was in-
stilled onto the exposed infraorbital nerve at the moment of CION
surgery. Moreover, the systemic treatment with DALBK or HOE-
140 markedly attenuated ongoing (i.e. established) heat hyperalge-
sia induced by CION in both rats and mice. Due to the peptidic nat-
ure of DALBK and HOE-140, it appears more likely that their effects
reported herein resulted from blockade of peripheral kinin recep-
tors. Altogether, these data indicate that mechanisms operated
by B; and B, kinin receptors contribute to the development (at
least in mice) and maintenance of CION-induced orofacial heat
hyperalgesia (in both rodent species). It is interesting that, despite
the various differences between the neurological substrates under-
lying nociceptive signaling generated in the trigeminal as com-
pared to other peripheral nerves (Sessle, 2000), mechanisms
coupled to kinin receptors contribute to the thermal hyperalgesia
that follows nerve injury at both levels.

The central nervous system expresses appreciable concentra-
tions of BK, allied to the presence of kinin receptors especially in
the spinal cord, cerebellum, cortex, and hippocampus (Kariya
et al., 1985; Fujiwara et al., 1989; Couture and Lindsey, 2000). In
addition, partial sciatic nerve ligation and spinal L5/L6 nerve liga-
tion increase kinin B; and B, receptor expression in DRG neurons
(Petersen et al., 1998) or spinal nerves in rats (Werner et al.,
2007), respectively. Partial sciatic nerve ligation was also associ-
ated with elevation in B; mRNA levels in plantar surface tissue, sci-
atic nerve, and spinal cord in mice (Ferreira et al., 2005; but levels
of B, mRNA were not estimated), whereas spinal L5/L6 nerve liga-
tion enhanced DRG levels of mRNA encoding both receptors in rats
(Lai et al., 2006). However, avulsion of the brachial plexus, which
promotes a state of persistent B; receptor-dependent and cen-
trally-mediated hyperalgesia, is associated with an up-regulation
of B; receptor mRNA levels in the spinal cord, as well as in hypo-
thalamus, hippocampus, thalamus, and cortex (Quintdo et al.,
2008; again levels of B, mRNA were not estimated). Lai et al.
(2006) reported that kinin B, and B, receptors can be activated di-
rectly by dynorphin A. More importantly, they found that intrathe-
cal injection of dynorphin A promotes hyperalgesia which is
sensitive to inhibition by HOE-140 (but not DALBK), and that neu-
ropathic hyperalgesia induced by ligation of L5/L6 spinal nerves in
rats is associated with an up-regulation of spinal levels of mRNA

encoding prodynorphin, but not those encoding kininogen, B, or
B; receptors. In light of these observations, it must be noted that
the involvement of either receptor in the promotion of heat hyper-
algesia is not necessarily the same in all models of neuropathic
pain. Additional experiments are necessary to determine the rela-
tive contribution of peripheral versus central kinin B; and B, recep-
tors to CION-induced thermal hyperalgesia.

In conclusion, the current findings indicate that mechanisms
operated by kinin By and B, receptors can both contribute signifi-
cantly to the enhancement of nociceptive responsiveness to orofa-
cial heat stimulation of rodents submitted to CION. Further studies
are required to determine the extent to which these kinin receptor-
dependent signaling pathways modulating heat hyperalgesia are
effective peripherally or centrally, as well as their potential contri-
bution to mechanical and cold hyperalgesia in this model of trigem-
inal neuropathy. Perhaps kinin B; and B, receptor antagonists
might constitute effective preventive and curative treatments for
orofacial thermal hyperalgesia induced by nerve injury.
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