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Resumo

RESUMO

Empregando abordagens funcionais fisiolégicas e farmacoldgicas,
investigamos a participacdo do nucleo paratrigeminal (Pa5) na reatividade
cardiovascular e comportamental a estimulacdo nociceptiva em ratos. Em animais
anestesiados, a estimulacdo elétrica do nervo ciatico causa um aumento da
pressao arterial dependente da intensidade do estimulo, do tipo de fibra sensorial
estimulada e da integridade da medula espinhal. A resposta pressora a estimulos
de alta (mas nao baixa) intensidade foi potencializada pela degeneracéo seletiva
de fibras sensiveis a capsaicina e abolida por transeccdo completa da medula
espinhal em T8. A lesdo quimica do Pa5 contralateral ao nervo estimulado com
acido iboténico reduziu o reflexo pressoérico a estimulacdo do ciatico. Reducgdes
semelhantes do reflexo foram obtidas apos microinje¢cdes no Pa5 contralateral de
antagonistas B, para bradicinina HOE 140 ou LF 160682 ou antagonistas de
receptores opidides do tipo mu ou kappa, ja o antagonista de receptores opioides
do tipo delta potencializou o reflexo. O tratamento neonatal com capsaicina ndo
afetou a magnitude do efeito inibitorio induzido por microinjecdo no Pa5 de HOE-
140, mas aboliu a modulacdo do reflexo somatosensorial exercida pelos
antagonistas dos receptores opidides. Embora a lesdo do Pa5 nao tenha afetado
respostas nocifensivas evocadas por estimulacdo nociceptiva térmica da pata
posterior ou da face, reduziu o limiar nociceptivo a estimulacdo mecéanica de
ambas as regifes. Por outro lado, a lesdo do Pa5 contralateral ao estimulo
diminuiu a resposta comportamental a formalina injetada na pata posterior, mas
aumentou aquela causada por injecdo deste agente algico no labio superior.
Estes resultados caracterizam o Pa5 como um novo membro integrante do

sistema supraespinhal de controle da dor, capaz de modular tanto o
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processamento da informac&o nociceptiva quanto os ajustes cardiovasculares
reflexos a dor. A capacidade deste nucleo em modular respostas nocifensivas

parece depender da modalidade do estimulo nociceptivo e da area estimulada.

Vi



Abstract

ABSTRACT

Using functional pharmacological and physiological approaches, we
investigated the participation of the paratrigeminal nucleus (Pa5) in modulation of
behavioral and cardiovascular responsiveness to nociceptive stimulation in rats. In
anesthetized animals, sciatic nerve stimulation (SNS) induced an increase in
arterial pressure that depended on the intensity of the noxious stimulus, type of
sensory fibers stimulated and spinal cord integrity. The pressor response to high
(but not low) intensity SNS was enhanced by degeneration of primary afferent
nociceptive fibers with capsaicin and abolished by spinal cord transection at T8
level. Chemical lesion with ibotenic acid of the Pa5 contralateral to the nerve
stimulated reduces the SNS-induced pressor response. Similar reductions were
obtained after microinjection into the contralateral Pa5 of a kinin B, receptor
antagonist (HOE140) or selective antagonists of g or kK opioid receptors, but
selective o receptor blockade enhanced the reflex. Neonatal capsaicin treatment
did not change the magnitude of the inhibitory effect induced by HOE140
microinjected into the contralateral Pa5, but abolished the modulatory effects of all
opioid receptor antagonists on the somatosensory reflex. Although, unilateral Pa5
lesion did not change the responsiveness to thermal stimuli applied to both
hindpaw and orofacial regions, it reduced the nociceptive threshold to mechanical
stimulation of either body regions. On the other hand, unilateral Pa5 lesion
diminished the nocifensive responsiveness to formalin injected into the hindpaw,
but enhanced it when formalin was injected into the upper lip. These results reveal
the Pa5 as a new member of the supraspinal nociceptive control system, capable

of modulating nociceptive input processing and reflex cardiovascular adjustments

Vil
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to pain. The capacity of this nucleus to modulate nocifensive responses seems to
be dependent on the modality of the noxious stimulus and the body region

stimulated.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

A microinjecdo de doses extremamente baixas de bradicinina no nudcleo
paratrigeminal (Pa5), um pequeno grupo de neurdnios localizado na regido dorso
lateral do bulbo, mas ndo em estruturas adjacentes, produz um aumento
pronunciado da pressao arterial (Fior et al., 1993; Lindsey et al., 1995; Lindsey et
al., 1997). Na tentativa de entender os mecanismos implicados nesta acao da
bradicinina, bem como dos papéis fisiologicos desempenhados pelo nucleo
paratrigeminal, nosso orientador prof. Dr. Giles Alexander Rae foi convidado pelo
prof. Dr. Charles Julian Lindsey para integrar a equipe executora do Projeto
Tematico da FAPESP Neuropeptideos nas Respostas de Defesa e Homeostase:
Receptores e Vias Neurais (99/12466-5), juntamente com a Prof? Dr®. Gléria E. P.
Souza. O projeto tinha por objetivos principais examinar, através da coleta de
dados comportamentais, fisioldgicos e moleculares, a participacdo do nucleo
paratrigeminal, bem como das areas cerebrais a ele relacionadas, na integracao
do conjunto de respostas cardiovasculares e comportamentais vinculadas ao
processamento de informagfes sensoriais de origem periférica. Nosso projeto de
tese de Doutorado teve por meta especifica elucidar a influéncia do nucleo
paratrigeminal nas respostas cardiovasculares e comportamentais a estimulos

nociceptivos.

1.2 . O Controle Autondémico.
A manutencdo da pressao arterial e do volume sanglineo em niveis
adequados a perfuséo tecidual € um requisito essencial ao bom funcionamento do

organismo e a sobrevivéncia. Este processo € operado por mecanismos de



Introducdo

controle a longo prazo ou através de ajustes rapidos da pressao arterial, ambos
governados pela regulacdo autondbmica e neuroenddcrina do sistema
cardiovascular. O controle a longo prazo da pressdo arterial é realizado
principalmente pelo sistema rins-liquidos corporais, onde em termos simples, o
aumento da presséao arterial provoca diretamente o aumento da excrecéo renal de
agua e de sal, que por sua vez, resulta em volume diminuido do liquido
extracelular e reducédo da volemia. A reducdo do volume sanguineo diminui o
bombeamento cardiaco, o que faz com que a presséao arterial retorne ao normal.
O contrario ocorre no caso de hipotensdo. Ja o controle continuo do sistema
cardiovascular é realizado através de reflexos arteriais e nao arteriais que
detectam e corrigem mudancas na pressao arterial (baroreflexo), volume
sanguineo ou composicao quimica (reflexos cardiopulmonares) e mudancas na
tensdo de O,, CO; ou no pH (quimioreflexo) (Spyer, 1990; Sleight, 1991;
Chalmers et al., 1992; Marshall, 1994).

A ativacao do baroreflexo arterial ou do reflexo cardiopulmonar (reflexo de
Bezold-Jarisch) aumenta o tono parassimpatico sobre o coracdo e reduz o
controle simpatico sobre o coracédo e vasos. No caso do baroreflexo, trazendo a
pressao arterial para os niveis normais, enquanto que no reflexo cardiopulmonar,
promovendo simultanea bradicardia e hipotensao. Por outro lado, a ativagdo do
quimioreflexo, em adicdo aos ajustes na frequéncia respiratoria, produz alteracdes
cardiovasculares caracterizadas pelo aumento da atividade simpatica e
parassimpatica (Marshall, 1994; Haibara et al., 1995). Concomitante a regulacao
autonOGmica, estes reflexos também recrutam o sistema neuroenddcrino, aonde,
dependendo do sinal proveniente da periferia (baroreflexo, reflexo

cardiopulmonar, quimioreflexo), ocorre a liberacdo reflexa de vasopressina pela
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hipdfise posterior (Thrasher et al., 2000), a qual ira afetar o sistema

cardiovascular.

1.2.1. Participagdo dos nucleos bulbares.

Os principais nacleos cerebrais envolvidos na regulacdo autondémica e
neuroenddcrina do sistema cardiovascular estdo representados na Figura 1. De
particular importancia esta o nucleo do trato solitario (NTS), o qual € considerado
o sitio de terminacdo para uma variedade de receptores periféricos
(baroreceptores, quimioreceptores, receptores cardiopulmonar), os quais podem
afetar reflexamente o sistema cardiovascular (Spyer, 1990). Além do NTS,
também estdo representados o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), a
area A5, a rafe bulbar e a area rostral ventrolateral do bulbo (RVLM). O PVN é
importante na regulacdo neuroendocrina, devido a presenca de neurdnios
sintetizadores de vasopressina. A area A5 €& composta de neurbnios
noradrenérgicos. O RVLM ¢é considerado a regido vasomotora bulbar relacionada
diretamente ao controle da pressdo arterial, sendo conhecido também como
regido pressora (Feldberg e Guerzestein, 1976). Em comum, todas estas regides
cerebrais compartilham conexdes eferentes diretas para neurdnios pré-
ganglionares simpaticos presentes na coluna de células intermédio lateral (IML),
disposta entre os segmentos toracicos e lombares da medula espinhal,
representando assim a eferéncia neural para o sistema cardiovascular.

Nesta figura também estdo representadas as eferéncias parassimpaticas
vagais para o coracdo, as quais se originam predominantemente no nudcleo
ambiguo (NA) (Massari et al., 1995; Panneton et al., 1996). Tendo conexdes

reciprocas com o bulbo caudal e ventral (McKitrick e Calaresu, 1997), o nucleo
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ambiguo regula seletivamente a frequéncia cardiaca (Gatti et al., 1996). Ja os
nacleos sub-corticais e corticais importantes no processamento das alteracfes
autonémicas e neuroenddcrinas evocadas por outros estimulos, tais como alerta

ou respostas emocionais, nao estao representados na Figura 1.

Baroreceptores,
Quimioreceptores, etc

---1'-- L

Vasopressina

4)‘ Rafe

Vasos Coracao

Figura 1 — Representacdo esquematica demonstrando os principais nudcleos
bulbopontinos e hipotalamicos que regulam a atividade simpatica, parassimpatica
e neuroenddcrina no rato. Abreviacdes: nervo glossofaringeo (IX), nervo vago (X);
coluna de células intermediolateral (IML); Nucleo Fuse-Kolliker (KF); Nucleo
Ambiguo (NA); Nucleo do Trato Solitario (NTS); Substancia cinzenta
periaguedutal (PAG); Nucleo Paraventricular (PVN); Bulbo Ventrolateral Rostral

(RVLM); Nucleo Supradtico (SON). Figura adaptada de Dampney et al., 2003.
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1.2.2. O Mecanismo do baroreflexo arterial.

De forma simplista, cumpre aqui descrever brevemente o mecanismo de
ajuste rapido decorrente de alteracdo na presséo arterial, i.e., 0 baroreflexo. A
funcdo principal do baroreflexo € prover um ajuste rapido e eficiente da pressao
arterial através de baroreceptores sensiveis ao aumento da pressao arterial. Os
terminais destes receptores estdo localizados estrategicamente na camada
adventicia do seio carotideo e arco aortico, com 0s seus somas localizados nos
ganglios petroso e nodoso, respectivamente. Estes sensores sao distendidos, a
cada sistole arterial, ocorrendo uma despolarizacdo e desencadeando um
potencial de acdo. Este impulso ascende pelos nervos vago e glossofaringeo
(Panneton e loewy, 1980), terminando em neurbnios nos subndcleos lateral e
medial do NTS (Panneton e Loewy, 1980; Cirielo et al., 1981; Cirielo, 1983), no
bulbo dorso-medial. A estimulagcdo destes neurdénios no NTS gera sinais
excitatérios ao CVLM, que ao ser estimulado promove uma inibicdo sobre o
RVLM (Figura 2), acarretando em uma acentuada hipotensdo, bradicardia e
bradipnéia (Guerzestein e Silver, 1974; Urbanski e Sapru, 1988, Dampney e
Horiuchi, 2003). No caso de ocorréncia de uma hipotensdo, os baroreceptores
deixam de ser estimulados diminuindo o estimulo do NTS, que deixara de

estimular o CVLM, o qual deixara de inibir o RVLM.
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Baroreceptores

Vasos Sanguineos
e Coracao ——< Sinapse excitatéria
——  Sinapse inibitoria (gabaérgica)

Figura 2 — Representacdo esquematica do circuito bulbar envolvido no
mecanismo baroreflexo que, ao ser evocado, promove uma inibicdo da atividade
simpatica, acompanhada de uma queda na presséo arterial. NTS, nucleo do trato
solitario; RVLM, area rostral ventral lateral do bulbo; CVLM, area caudal ventral
lateral do bulbo; IVLM, area intermediaria ventral lateral do bulbo; IML, coluna de

células intermediolateral. Figura adaptada de Dampney et al., 2003.

1.3. O mecanismo cardiovascular reflexo a estimulacdo nociceptiva

Em adicdo aos ajustes cardiorespiratorios e neuroendécrinos decorrentes
de sinais provenientes de receptores que detectam e corrigem mudancas na
pressdo arterial, volume sanguineo ou nivel de O, no sangue, a ativacdo de
receptores viscerais e somaticos, ou ainda exercicios fisicos, estresse ou alerta,

também desencadeiam uma resposta cardiovascular importante. No contexto do
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presente trabalho, iremos nos ater as respostas cardiovasculares reflexas a
ativacdo de receptores viscerais e somaticos denominados nociceptores. Os
nociceptores, terminacdes nervosas livres presentes em nervos aferentes
nociceptivos constituidos de fibras pouco mielinizadas (Grupo Il ou fibras Ad) e
nao-mielinizadas (Grupo IV ou Fibras C), detectam e codificam uma variedade de
estimulos dolorosos capazes de causar um dano tecidual potencial ou real (para
revisdo ver Julius e Basbaum, 2001). Ha décadas sabe-se que a estimulacdo
destes nociceptores pode evocar respostas autonémicas significantes, incluindo
ajustes funcionais na taxa de ventilacdo e no fluxo sanguineo em diferentes leitos
vasculares (para revisdo ver Le Bars et al., 2001). Em mamiferos, estas respostas
sdo integradas através da estimulacdo de redes neuronais capazes de alterar a
reatividade nociceptiva frente a situacbes de perigo iminente e em situagdes
patolégicas podem ser letais, como na hipereflexia autonémica resultante de
lesdo da medula espinhal (para revisao ver Godim et al., 2004). Esta resposta
reflexa rapida, €, na maior parte das vezes, mediada por comunicacao
interneuronal através de sinapses espinhais e bulbares. Contudo, os estudos
destinados a identificar as estruturas bulbares que compdem o arco reflexo, bem
como o nivel de correlagdo anatomofuncional existente entre a nocicepg¢do e o
ajuste autondémico, sdo escassos. Acredita-se que as vias aferentes e eferentes
gue medeiam estes ajustes, também conhecidos como reflexos somatosensoriais
ou somatosimpaticos (Sato e Schmidt, 1973) sejam as mesmas vias responsaveis
pela neurotransmissdo de informacdes nociceptivas (Kozelka et al, 1981,
Stornetta et al., 1989). Neste sentido, varios estudos apontam o nucleo do trato
solitario (NTS) e o nucleo reticular rostroventrolateral (RVL) como componentes

essenciais a integracao do reflexo somatosensorial. De fato, a lesdo do RVL abole
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completamente o aumento pressor induzido pela estimulacdo do nervo ciatico
(Stornetta et al., 1989; Verberne & Guyenet, 1992; McCulloch et al., 1999). E
importante relembrar que o RVL constitui a origem das eferéncias simpaticas
excitatérias do cérebro. Embora a inativacdo do NTS reduza sutimente a
taquicardia, ndo afeta a hipertenséo reflexa a estimulacdo nociceptiva da cornea
ou da pata dianteira de ratos (Boscan et al., 2001, 2002). Assim, aonde estaria
localizada a primeira sinapse no ceérebro que intermediaria essas respostas
autonémicas que integram o reflexo somatosensorial? Dados neuroanatémicos e
funcionais sugerem que o nucleo paratrigeminal talvez seja um dos integrantes
mais proeminentes do circuito responsavel pelo reflexo somatosensorial (Caous et
al., 2001; Yu et al., 2002; Koepp et al., 2005; Caous et al., submetido; Koepp et

al., submetido).

1.4. O Nucleo Paratrigeminal

O nucleo paratrigeminal, um integrante do complexo trigeminal espinhal, é
constituido de uma colecéo difusa de neurdnios e neuropila (Phelan e Falls, 1989)
e estd localizado na porcdo dorsolateral do bulbo (Chan-Palay, 1978). Até
recentemente a literatura informava apenas que esta area recebia aferéncias de
ramos dos nervos vago, glossofaringeo e trigeminal e da medula espinhal
(Panneton e Burton, 1985; Hamilton e Norgren, 1984; Altschuler et al., 1989) e
emitiria projecdes ao NTS e ao complexo parabraquial (PB) (Amstrong e Hopkins,
1998; Saxon e Hopkins, 1998). Estes conhecimentos sugeriam que o nucleo
desempenhasse um papel na regulacdo das fungbes organicas vegetativas
(Menetrey et al., 1987). Investigagbes neuroanatbmicas mais recentes revelaram

que 0 nucleo paratrigeminal também emite projecdes para os nucleos reticular
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rostroventrolateral (RVL), ambiguo (Amb), reticular lateral (LRt), e o nucleo
talamico ventroposteromedial (VPM) (Buck et al.,, 2001, Caous et al., 2001)

(Figura 1)

Parstirachial

¥, IX and X nerve inputs uchei
e

Figura 3 — Topografia das conexdes aferentes e eferentes do nucleo
paratrigeminal de acordo com Caous e cols. (2001). O painel inferior em menor
aumento demonstra a posicao relativa das estruturas cerebrais no encéfalo de
rato. Abreviacdes: nervos trigémeo (V), glossofaringeo (IX) e vago (X); nucleo
paratrigeminal (Pa5); ndcleo reticular rostroventrolateral (RVL); nudcleo ambiguo
(Amb); nuacleo reticular lateral (LRt); nacleo ventroposteromedial do talamo (VPM);

nacleo parabraquial (PB).
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Conforme descrito acima, o RVL é essencial para homeostase circulatoria
e pressao arterial devido a presenca de neurdnios tanto adrenérgicos C1 como
nao-adrenérgicos que projetam, diretamente, aos segmentos toracicos e lombares
da medula espinhal, constituindo assim as eferéncias simpaticas excitatorias do
cérebro. A mesma regido tem projecdes rostrais para a regiao antero ventral do
terceiro ventriculo (Saper et al., 1983), hipotalamo, area peribraquial e amigdala
(Ruggiero et al., 1985). Por outro lado, o nicleo ambiguo representa as eferéncias
parassimpaticas vagais para 0 coracdo uma vez que 0S neurdnios viscerais
vagais originam-se neste nucleo (Chan et al.,, 1986; Massari et al., 1995;
Panneton et al.,, 1996). Tendo conexdes reciprocas ao bulbo caudal e ventral
(McKitrick e Calaresu, 1997), o nacleo ambiguo regula seletivamente a freqiiéncia
cardiaca (Gatti et al., 1996). O nucleo reticular lateral parece estar envolvido na
mediacdo de estimulos nociceptivos (Liu et al., 1989; Sotgiu, 1990; Janss e
Gebhart 1988), controle motor, respiratério (Tian, 1995) e reflexos
cardiovasculares a hemorragia (Thomas et al., 1977). Ja as projecdes do nucleo
paratrigeminal para 0s nucleos parabraquiais e VPM sugerem funcdes na
termoregulacdo, respiracdo (Panneton et al., 1985) e principalmente no
processamento da informacdo nociceptiva. Portanto, as aferéncias e eferéncias
do nudcleo paratrigeminal habilitam o mesmo a ter funcdes associadas a
nocicepgao, respiracdo, termoregulacdo, controle cardiovascular central e
possivelmente nos mecanismos que modulam os reflexos cardiovasculares a

estimulos nociceptivos.

10



Introducdo

1.4.1. Fungbes do nucleo paratrigeminal

Varios estudos apontam ativacdo do nucleo paratrigeminal na dor orofacial,
visceral e na inflamacédo. Neste sentido, foram detectados aumentos acentuados
da expressao do proto-oncogene c-fos no nucleo paratrigeminal de rato em
resposta a aplicacdo de capsaicina (que causa dor por ativacdo de receptores
vanildides 1; TRPV1, expressos quase que exclusivamente em fibras sensitivas
C; Caterina et al., 1997), nicotina, histamina, piperina ou acetilcolina a superficie
lingual (Carstens et al., 1995), a mucosa laringofaringeal (Boucher, 2003), bem
como apos a injecédo de adjuvante completo de Freund na articulagdo temporo-
mandibular (Zhou et al., 1999). A injecdo de Oleo de mostarda nesta mesma
articulacdo evoca um aumento mais modesto de c-fos no nucleo paratrigeminal
(Hathaway et al., 1995). E importante ressaltar, porém, que a inducédo de
inflamac&o na articulagéo témporo-mandibular com adjuvante completo de Freund
também causa aumentos bilaterais (ainda que assimétricos) da expressao de
RNAmM para pré-pro-dinorfina em areas do complexo do trigémeo, incluindo o
nacleo paratrigeminal (Imbe & Ren, 1999). Evidenciou-se também, através da
microscopia eletronica, terminacdes de nervos da polpa dentaria (fibras C e Ad
nociceptivas) no ndcleo paratrigeminal (Lapa et al., 1996). De maneira
Interessante, o aumento do proto-oncogene c-fos no nucleo paratrigeminal ndo se
restringe somente a regido orofacial uma vez que estes aumentos também foram
detectados apds a inducdo de cistite por injecdo de ciclofosfamida (Bon et al.,
1997, 1998), um modelo de dor visceral.

Achados empiricos sugerem que o nucleo possivelmente tenha funcédo na
regulacdo da respiracdo, pois a lesdo bilateral do mesmo leva a parada

respiratoria em ratos anestesiados (dados nao publicados). Além disso, a inalacao

11
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de vapores de amoénia determina, em natria (“musk rat”), respostas
cardiovasculares imediatas (bradicardia e hipertensdo acentuadas) associadas a
apnéia expiratéria sustentada (McCulloch e Panneton, 1997). A exposicao
prolongada a amoénia causa ainda aumento da expressdo do proto-oncogene c-
fos nos nucleos do trigémeo e paratrigeminal. Por outro lado, ha a sugestéo de
que o nucleo paratrigeminal desempenhe um papel na mediacdo de estimulos
exteroceptivos durante a hibernacdo de esquilos (Kilduff et al., 1983). No
processo de hibernacéo, as informacfes mais importantes seriam as relacionadas
a temperatura corpOrea e ambiental.

Porém, ainda ndo ha na literatura informacfes objetivas, de natureza
comportamental ou eletrofisiolégica, que comprovem a real funcdo do nucleo
paratrigeminal no processamento central de informacfes nociceptivas. A
presenca de peptideos opidides no nucleo, bem como a plasticidade deste
sistema em resposta a estimulos nociceptivos poderia sugerir que, em quadros
dolorosos, a atividade do nucleo seja deprimida, enquanto o aumento de c-fos
constitui um argumento contrario a essa possibilidade. Por outro lado, é sabido
que a inducédo de dor por injecao intraplantar de formalina na pata (Culman et al.,
1997; Taylor et al., 1997), pela ativacao de fibras sensitivas do ducto biliar com
capsaicina ou estimulacéo elétrica (Griesbacher, 1994), ou ainda por estimulacéo
da polpa dentaria (Allen et al., 1996) estd associada com alteracdes
cardiovasculares significativas, como hipertensdo arterial e taquicardia. Além
disso, as respostas nociceptivas comportamentais e cardiovasculares induzidas
por injecado de formalina, apresentam-se exageradas em ratos espontaneamente
hipertensos (Taylor et al., 1995). Neste sentido, resultados prévios demonstrando

que a bradicinina administrada no nucleo paratrigeminal € capaz de evocar
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alteracdes cardiovasculares pronunciadas, que tais acdes sédo potencializadas em
ratos hipertensos (Lindsey et al., 1995; 1997), e que 0 nucleo paratrigeminal
participa na regulacdo do baroreflexo (Yu e Lindsey, 2003) parecem reforcar a
possibilidade de esta estrutura estar implicada de modo importante na integracao
das respostas cardiovasculares a dor. Em vista do exposto, a presente tese tem
por propoésito fornecer uma visdo acerca da possivel relevancia fisiologica e
farmacoldgica do nucleo paratrigeminal nas respostas cardiovasculares e

comportamentais a estimulacao nociceptiva.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo teve como obijetivo geral:

Avaliar a participagdo do nucleo paratrigeminal no reflexo somatosensorial

e no processamento central da informacgao nociceptiva.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos a serem alcancados com os experimentos durante o

estudo foram:

Analisar as alteragbes autondmicas cardiovasculares induzidas pela

estimulacédo elétrica do nervo ciatico (reflexo somatosensorial);

Mapear a via ascendente do reflexo somatosensorial;

Avaliar a influéncia das fibras aferentes primarias sensiveis a capsaicina

sobre o reflexo somatosensorial;

Avaliar a influéncia da lesao unilateral do nucleo paratrigeminal sobre as

alteracbes da pressédo arterial e da frequéncia cardiaca induzidas por

estimulacgédo elétrica do nervo ciatico de ratos;

Caracterizar os efeitos da microinjecdo, no nucleo paratrigeminal, de

antagonistas de receptores para peptideos centrais implicados no controle

14
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dos reflexos cardiovasculares evocados por estimulacdo do nervo ciatico.

Os sistemas investigados incluiram cininas, taquicininas e opioides;

Investigar a influéncia da estimulacdo elétrica do nervo ciatico sobre a
expressao dos produtos génicos que codificam os receptores B; e B, para

bradicinina em neurénios do nucleo paratrigeminal de ratos;

Determinar a possivel localizagdo dos receptores peptidérgicos em
neurénios do nucleo paratrigeminal através do tratamento neonatal de

ratos com capsaicina;

Avaliar a participacdo do nucleo paratrigeminal na alteracao cardiovascular

reflexa a estimulacéo nociceptiva de fibras aferentes em animal consciente;

Comparar a influéncia da leséo unilateral do nucleo paratrigeminal sobre a

responsividade nociceptiva a aplicacdo de estimulos quimico, mecanico e

térmico na pata posterior ou na regiao orofacial de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 280 e 350 g, criados
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e pelo Biotério
Central da Escola Paulista de Medicina. Os animais foram alojados em gaiolas
plasticas em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C) e ciclo
claro/escuro de 12 hs, sendo o ciclo claro a partir das 06:00 hs. Agua e racdo
foram fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA, protocolos numero 257/CEUA e
23080.031362/2003-56/UFSC) e conduzidos de acordo com as diretrizes éticas

da Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1983)

3.2. Alteragdes cardiovasculares induzidas pela estimulagcdao do nervo
ciatico.
3.2.1 Procedimentos gerais

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p.) € um
catéter, constituido por um tubo de polietileno de 15 cm de comprimento (PE60)
soldado a outro tubo de 5 cm de comprimento (PE10), foi inserido na aorta
abdominal através da artéria femoral esquerda. A extremidade do catéter
composta pelo PE60 foi conectado a um transdutor de pressao (TP-1, Ampére
Eletro-Eletronica, Sdo Paulo, SP, Brasil) acoplado a um sistema CED (Cambridge
Electronics Design, UK) para o registro da pressao arterial pulsatil (PAP) e da
frequéncia cardiaca (FC). O sistema CED consiste de um programa de aquisi¢ao

de dados Spike 2 (CED) e um amplificador CyberAmp 380 (Axon Instruments,
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Foster City, CA, USA). A traquéia foi canulada e os animais foram colocados no
estereotaxico (David Kopf Instruments, Tucanja, CA, USA). Em seguida, os
animais foram mantidos sob anestesia constante através de um sistema de
ventilacdo artificial (Inspira-ASV, Harvard Apparatus, South Natick, MA, USA) com
70 % de oxigénio e vaporizacdo com isofluorano (1.5 — 3.0 %). Para a inducéo de
bloqueio neuromuscular os ratos receberam injecdo de d-tubocurarina (0,15
mg/kg, i.p., repetida a intervalos de 90 minutos). A temperatura corporea foi
mantida em 36.5 °C através de uma placa homeotérmica auto-ajustavel,
(thermopad, Harvard Apparatus) acoplada a uma sonda retal. A completa

anestesia apoés a paralisia foi pela estabilidade da PAM (080 mmHg) e da FC.

3.2.2. Estimulacéo elétrica do nervo ciatico

O nervo ciatico foi exposto no aspecto lateral da perna e isolado com
pelicula Parafilm interposta entre a camada muscular e 0 nervo. Para garantir o
isolamento elétrico, o nervo foi ainda coberto com 6leo mineral no momento do
estimulo. Em seguida, o nervo ciatico foi cuidadosamente suspenso sobre um
eletrodo bipolar de platina conectado a uma unidade de estimulo isolada (PSIU7)
acoplada a um estimulador Grass S88. Inicialmente, a fim de otimizar os
parametros de estimulacdo, foram testadas as alteracbes cardiovasculares
evocadas por pulsos de 100 ps, 0,05 a 0,8 mA de corrente em frequéncias entre 1
e 50 Hz. Os resultados levaram-nos a optar por trens de pulsos quadrados de 100
ps de duracéo, 100 ou 600 pA de corrente, aplicados por 10 s a uma freqiéncia
de 2, 10 ou 20 Hz em intervalos de 15 min.

Em alguns experimentos o nervo ciatico recebeu somente estimulos de alta

intensidade, constituidos de 3 trens de pulsos quadrados de 100 us e 600 pA,
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aplicados a 20 Hz por 10 s, em intervalos de 15 min. Nestes animais, a resposta
eliciada pelo primeiro estimulo foi considerada como controle. O segundo e o
terceiro estimulos foram aplicados 10 e 40 min apds a microinjecao ipsi-, contra-
ou bilateral de um dos agentes farmacolégicos no nucleo paratrigeminal

respectivamente.

3.2.3. Secc¢ao da medula espinhal

A medula espinhal de ratos anestesiados e paralisados foi
cuidadosamente exposta pela remocédo da lamina vertebral e entdo seccionada
bilateral ou unilateralmente em relacdo ao nervo estimulado, no aspecto

transversal ao nivel da oitava vértebra toracica.

3.2.4. Fibras sensiveis a capsaicina

Para verificar a participacdo das fibras aferentes primarias nociceptivas no
reflexo somatosensorial fizemos uso do tratamento neonatal com capsaicina. A
capsaicina, um agonista seletivo de receptores TRPV1 (Caterina et al.,, 1997)
quando aplicada em doses adequadas (50 mg/kg em ratos neonatos), causa a
morte de aproximadamente 80% das fibras ndo mielinizadas (fibras C) e uma
pequena proporcdo de fibras pouco mielinizadas (fibras Ad) (Ren et al., 1994).
Assim, os animais receberam injecdo subcutanea de capsaicina (50 mg/kg, s.c)
ou veiculo (PBS com 10 % de etanol e 10 % de Tween 80) em um volume de 10
pl/g de peso corporeo no segundo dia de vida pos-natal (Ren et al., 1994) e, 4
semanas ap6s o nascimento foram isolados da mae e separados por sexo. Ao

atingirem a idade adulta (280 — 350 @), os animais foram anestesiados,
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cateterizados e 0 nervo ciatico foi exposto, isolado e estimulado conforme descrito
acima.

Para confirmar a destruicdo das fibras aferentes primarias sensiveis a
capsaicina foi verificada a reatividade nociceptiva a injecdo intraplantar de
capsaicina (0,08 pg/ul em 100 pl). Em animais adultos, que receberam capsaicina
no segundo dia de vida, ocorreu uma inibicdo de 82 % no tempo de reagédo ao

estimulo, quando comparado com 0s animais que receberam somente veiculo.

3.3. Participacado do nucleo paratrigeminal no reflexo somatosensorial.
3.3.1. Lesao do nucleo paratrigeminal

Para se ter acesso ao nucleo paratrigeminal, ratos anestesiados e
artificialmente ventilados foram submetidos a craniotomia occipital. A craniotomia
consiste em expor a por¢cdo caudal do IV ventriculo e o vermis posterior do
cerebelo, permitindo assim a visualizacdo do calamus scriptorium (CS; Figura 4),
a partir do qual foram determinadas as coordenadas estereotaxicas (+1,3 mm
anteroposterior, + 2,4 mm lateral e 0,3 mm vertical) através de uma agulha
gengival (30G; conectada a um tubo de polietiieno PE10) fixada ao brago do
estereotaxico (angulo de 15 graus). Apés o posicionamento da agulha seguindo
as coordenadas acima, fez-se a microinjecao uni- ou bilateral de acido iboténico
(0,15 ul; 1 pg/0,1 pl), um agonista glutamatérgico nao seletivo (Krogsgaard-Lasen
e Hansen, 1992; Hermit et al., 2004) ou cloreto de cobalto (0,1 pl de uma solucéo
de 40 mM), um bloqueador de transmissado sinaptica (Malpeli e Burch, 1982). O
acido iboténico produz uma lesédo seletiva e irreversivel de corpos celulares,
deixando as fibras de passagem intactas, enquanto que o cloreto de cobalto

bloqueia temporariamente a transmissao sinaptica (Malpeli e Burch, 1982). Os
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animais falso-operados receberam uma unica injecdo de salina em um volume de

0,15 ul seguindo 0 mesmo protocolo descrito acima.

Figura 4. llustracdo esquematica do demonstrando a localizagdo aproximada do
calamus scriptorium no bulbo de um rato. Abreviagbes: CS, calamus scriptorium;

4V, quarto ventriculo; Cb, cerebelo.

3.3.2. Microinjecao de antagonistas no nucleo paratrigeminal

Utilizando a técnica da craniotomia occipital descrita acima, foram
utilizados 0s seguintes antagonistas: antagonistas seletivos de receptores B;
(Des-Arg®-HOE140; Des-Arg’Leu®-BK; 20 pmol/0,2 ul) e de receptores B,
(HOE140 e LF 160687; 20 e 100 pmol/0,1 ul) para a bradicinina; antagonistas
seletivos de receptores NK1 (LY306740; RP67580), NK2 (SR48968) e NK3 (R-
486) para taquicininas na dose de 100 pmol/0,1 ul; antagonistas seletivos de
receptores p (Cys® —Tyr® —-Orn® —Pen’—amide, CTOP; 1 pg/0,1 pl) k, (nor-

binaltorfimina, nBNI, 1,8 ug/0.1 pl) e & (naltrindole, 1 pg/0,1 ul) opidides.

3.3.3. Verificagédo do posicionamento das injecdes
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A posicao das microinjecfes no nucleo paratrigeminal foi verificada atraves
da injecdo de biocitina ou azul de Evans (0,1 pl) imediatamente ap0s a aplicacao
de acido iboténico ou um dos antagonistas citados acima. Apos o término dos
experimentos, foi realizada uma perfusao transcardiaca com paraformaldeido 4%.
Em seguida, os cérebros foram retirados e deixados em uma solucdo de
paraformaldeido 4% e sacarose 30% por um periodo de 12 horas. Foram entdo
obtidos cortes seriados de 30 um, que foram montados em lamina de vidro e
ampliados fotograficamente para identificacdo histologica do sitio de injecdo

(Figura 11).

3.4. Andlise da expressao de produtos génicos

Para analisar a influéncia da estimulagéo elétrica do nervo ciatico sobre os
produtos génicos codificadores de receptores B; e B, para bradicinina no nucleo
paratrigeminal de ratos, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral. Em
seguida o nervo ciatico foi exposto e estimulado eletricamente com trés trens de
pulsos de 100 us e 600 pA, aplicados a 20 Hz por 10 s em intervalos de 15 min.
Animais cujo nervo ciatico ndo foi estimulado, mas sim apenas exposto,
constituiram o grupo controle.

Em outra série de experimentos, avaliamos a influéncia da degeneracéo
seletiva de fibras sensiveis a capsaicina sobre a expressdo de produtos génicos
codificadores de receptores B; e B, para bradicinina no nucleo paratrigeminal de
ratos. Para tal, o nervo ciatico de animais adultos, tratados previamente com
capsaicina ou veiculo no segundo dia de vida pos-natal, foi estimulado conforme

descrito acima.
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Ao final dos experimentos, todos os animais foram sacrificados por
decapitacdo. O cérebro foi removido, o bloco de tecido contendo o nucleo
paratrigeminal foi rapidamente congelado com nitrogénio liquido, o nucleo
paratrigeminal foi retirado e armazenado em um tubo tratado com agua DePC
contendo 1 ml de trizol para extracdo do RNA total. O RNA total foi utilizado para
realizacdo da reacdo de transcriptase reversa (RT) do RNA mensageiro para
obtencdo do DNA complementar (cDNA) utilizando o kit Thermoscript ™ RT-PCR
System da invitrogen (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Aliquotas das

amostras de cDNA foram utilizadas para a reacéo de PCR.

3.4.1. Reacao de PCR (Polymerase Chain Reaction)

Com o intuito de estabelecer condi¢cdes Otimas para as reacdes de PCR foi
utilizado como substrato o plasmideo pSK/BRA-2 (100 ng/ul) contendo a
sequéncia do cDNA do receptor B, da Bradicinina. Para o receptor B;, utilizamos
o plasmideo pcRB1 RAT (100ng/ul). Para as reacbes de PCR foram utilizadas
véarias diluicdes do plasmideo, de 10° a 10 cépias/ul. A amplificacdo das
amostras foi realizada pela técnica do PCR (Saiki et al., 1985), onde utilizamos
para o receptor B, da bradicinina em ratos, 2 ul de cDNA com 5 pl de tampéo sem
cloreto de magnésio (Tris-HCI 200mM, pH 8.4; KCI 500mM); 2ul de cloreto de
magnésio (MgCl, 50mM) ; 1 uyl de dNTP Mix (10mM de dATP, dCTP, dGTP,
dTTP); 1 pl de cada “primer” na concentracéo inicial de 10 yM (iniciador 5' e 3') e
0,5 ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen-Life) 5 U / yl completando a reacéo
para 50 yl com agua milli-Q tratada com DEPC. Para o receptor B; de bradicinina,
foi utilizado 2 pl de cDNA com 5 pyl de tampao sem cloreto de magnésio (Tris-HCI

200mM (pH 8.4); KCI 500mM); 1.5 pl de cloreto de magnésio (MgCl, 50mM) ; 1pl
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de dNTP Mix (10mM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 1.5 ul de cada “primer” na
concentracao inicial de 10 uM (iniciador 5' e 3') e 0,5 pl de Tag DNA polimerase
(Invitrogen-Life) 5 U /ul completando a reacéo para 50 ul com agua milli-Q tratada
com DEPC. Apés a desnaturacéao inicial a 94°C por 5 minutos em termociclador
(Gene Techne, Cambrigde, UK), a amplificacdo para B, foi realizada com 34
ciclos e a amplificacéo para B; em 35 ciclos. As sequéncias dos primers utilizados
em nossos experimentos, foram direcionados para o exon 1 ao exon 3 do receptor

B1 e para o exon 1 ao exon 4 do receptor B, de cininas (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de primers dos receptores B, e B; para bradicinina e da [3-

actina utilizados nas reacoes de PCR.

PRIMERS SEQUENCIA LOCALIZACAO *
Receptor B, RB,S 5'GAC TCC CTACAACACAGAACCZT Exon 1 74 a 95"
RBK,R 5" GACGTTGTG GCCCTCTTC CC3 Exon 4 908 a 928"
Receptor B, BK;S 5'CTGTGG ATG GCG TCC GAG GT 3 Exon 1 685 a 705°
BK;R 5'GCT ACC AGT GTG AGG AT 3' Exon3 1474 a 1491°
B-actina BsS 5" GCT CAG GAG GAG CAATGAGCT GAA3 Exonl 518 a 539°
BsR 5'CGT GAC ATC AAA GAG AAG CTG 3" Exon 2 2422 a 2443°

* De acordo com a seqliéncia genémica publicada para o receptor B; (Ni et al., 1998), B,

(Pesquero et al., 1994) e da B-actina (Nudel et al., 1983).

3.4.2. Eletroforese em gel de agarose

O material amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1.5% com tampdo composto por tris-base, acetato de sodio anidro, acido
etilenodiniltretacético dissodico e acido acético glacial. A eletroforese foi realizada
em uma cuba horizontal (Horizon 58, Gibco, New York, EUA) e foi aplicada uma
voltagem de 100 V durante 30 minutos. Os géis foram corados com brometo de

etideo 10 mg/ml, visualizados em um transiluminador de ultra violeta (Mighty
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Bright-Hoefer Scientific, San Franscisco, CA, EUA) e fotografados (Polaroid-

Hoefer's-Photo Man, San Franscisco, CA, EUA).

3.5. Participacdo do nucleo paratrigeminal no reflexo somatosensorial em
animal consciente
3.5.1. Respostas cardiovasculares reflexas a injecao de formalina

Para avaliar o reflexo somatosensorial em animal consciente, utilizamos
uma modificacdo da técnica descrita por Culman e col. (1997), no qual foram
medidos tanto as alteracdes cardiovasculares quanto as respostas nociceptivas
comportamentais induzidas pela injecao intraplantar de formalina. A resposta
nociceptiva a formalina € constituida de duas fases caracteristicas. A primeira
fase, que é de origem neurogénica (i.e. decorrente da estimulacdo direta dos
nociceptores), ocorre nos primeiros 10 min apos injecdo. Ja a segunda fase,
também chamada de fase inflamatoria ou tbnica (pois depende da liberacdo de
multiplos mediadores inflamatoérios), se manifesta somente a partir de 15-20 min
apos a injecdo (Dubuisson e Dennis, 1977). Ja o periodo entre 10-20 min,
também chamado de interfase decorre de inibicdo ativa (Henry et al, 1999).

ApOs anestesia com hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p.), procedeu-se a
canulacdo da artéria femoral esquerda do rato conforme descrito no item 3.2.1..
Em seguida, a extremidade oposta do catéter foi passada por debaixo da pele,
emergindo na nuca do animal onde foi fixada e temporariamente ocluida. Em um
grupo paralelo, para avaliar a participacdo do nucleo paratrigeminal no reflexo
somatosensorial em ratos conscientes, procedeu-se a lesdo do nucleo
paratrigeminal com &cido iboténico através da craniotomia occipital descrita no

item 3.3.1. Finalizados os procedimentos cirurgicos, todos os animais receberam
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terramicina (300 mg/kg; i.m.), um antibiotico de amplo espectro e permaneceram
em gaiolas individuais por 3 dias para a total recuperacédo. Neste periodo todos os
animais foram ambientalizados ao aparato experimental, que consistiu de uma
caixa de acrilico transparente, onde cada animal permaneceu por um periodo de
1 h por dia durante 2 dias consecutivos. No dia do experimento, o animal foi
novamente introduzido no aparato experimental e uma das extremidades do
catéter foi conectada a um transdutor de pressdo (Narco Biosystems, EUA)
acoplado a um fisiografo (Narco Biosystems ou Powerlab) para medida da PA e
da FC (Figura 4). Um periodo de trinta minutos foi esperado para estabilizacdo da
PA, e em seguida, um volume de 50 pl da solugcdo de formalina (0,625 — 5%) foi
injetado na pata posterior traseira do rato. A resposta nociceptiva comportamental
do animal foi quantificada analisando o niumero de vezes que o animal lambeu,
sacudiu e/ou elevou a pata injetada em intervalos de 5 min, durante os 60 min
subsequentes a injecdo. A resposta comportamental a formalina foi

correlacionada com alteragcdes dos parametros cardiovasculares, registrados

simultaneamente (PA e FC).
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Figura 5 — Fotografia do aparato experimental utilizado para monitorar o reflexo

somatosensorial em animal acordado.

3.5.2. Analise histoldgica

Dez dias ap6s o término dos experimentos, os animais foram anestesiados,
perfundidos com solucdo salina seguida de solucdo de formaldeido 10% e os
cérebros foram retirados e novamente mantidos em formaldeido 10% para fixacéo
e melhor visualizacédo. Cortes seriados de 30 um foram obtidos e montados em
lamina de vidro, corados através da coloragdo de cresil e ampliados
fotograficamente para identificacdo de células gliais e lesdo de corpos celulares

do nucleo paratrigeminal.

3.6. Leséo do nucleo paratrigeminal e a percepc¢éo dolorosa periférica.

3.6.1. Estimulagdo quimica
Para avaliar a influéncia do nucleo paratrigeminal sobre o comportamento
nociceptivo evocado pela estimulacdo quimica da pata de ratos, foram utilizados

0s testes da capsaicina e da formalina. O Ultimo encontra-se descrito no item
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anterior. Ja o teste da capsaicina consistiu em administrar uma injecao
intraplantar (i.pl.) de capsaicina (1 pg / 50 ul) ou veiculo (salina; 50 pl), em uma
das patas posteriores do animal e o tempo que o animal despendeu lambendo,
sacudindo ou mantendo a pata injetada elevada foi registrado, através de um
cronémetro, a intervalos de 5 min durante os 10 min subsequentes a injecao.

Com o intuito de reduzir a variabilidade nas respostas nocifensivas
evocadas pelos agentes algicos e descartar a possibilidade de ocorréncia de
analgesia induzida por estresse, os animais foram habituados ao aparato
experimental diariamente por 1 h durante 3 dias consecutivos (Tjolsen et al.,
1992). Apés a adaptacao, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral
(300 mg/kg) e atraves da técnica da craniotomia descrita anteriormente,
receberam injecdo de salina ou acido iboténico no nucleo paratrigeminal
esquerdo. Trés dias apo6s o procedimento cirdrgico, cada animal recebeu uma
injecdo intraplantar de formalina (2,5 % em 50 pul) ou capsaicina (1 pg em 50 pl)
na pata esquerda (ipsilateral ao nucleo) ou direita (contralateral ao ndcleo) e o

comportamento nocifensivo evocado por cada um dos agentes foi quantificado.

3.6.2. Estimulacéo térmica

A influéncia do ndcleo paratrigeminal sobre a responsividade nociceptiva a
um estimulo térmico (calor) aplicado na pata posterior de ratos foi avaliada
através do meétodo proposto por Hargreaves (Hargreaves et al.,, 1988).
Brevemente, através do emprego de um aparelho de teste plantar da Ugo Basile
(modelo 7370, Mildo, Italia) aplicou-se um feixe luminoso (poténcia de 50 W)
diretamente a superficie plantar da pata traseira do rato e o tempo transcorrido

(em s) até que o animal eleve a pata irradiada foi registrado e chamado de
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laténcia de resposta. Entdo, um dia antes dos experimentos, cada animal
permaneceu por 30 min no aparato experimental, o qual consiste de uma
plataforma plana de acrilico transparente dividida em trés compartimentos
menores (dimensdes: 22 x 19 x 15 cm). Apés habituacéo, a medida da laténcia de
retirada da pata foi avaliada antes e 3 dias ap0s a injecdo de salina ou acido
iboténico no nucleo paratrigeminal. Em cada ocasido, foram realizadas 3
avaliacdes consecutivas da laténcia de retirada da pata em intervalos de 5 min. A
meédia dos 3 registros obtidos a partir de cada animal foi utilizado como estimativa
do limiar nociceptivo em segundos (s). Para descartar a possibilidade de dano
tecidual, foi adotado um tempo de corte de 30 s. Em outra série de experimentos,
foi testada a influéncia do cloridrato de morfina (5 mg/kg; i.p.) sobre este modelo

experimental, como controle positivo.

3.6.3. Estimulacdo mecénica

A aplicacdo de um estimulo mecanico de alta ou de baixa intensidade na
pata posterior de ratos foi realizada através do emprego de um analgesimetro
(Teste de Randall-Selitto) ou através de um estesibmetro plantar dinamico
(Eletronic von-Frey, modelo 37400) ambos da Ugo Basile (Mildo, Italia),
respectivamente. Nos experimentos utilizando o teste de Randall-Selitto, cada
animal foi removido de sua caixa e suspenso pelo experimentador com auxilio de
um tecido de algoddo. Cada uma de suas patas traseiras foi alternadamente
posicionada entre uma plataforma circular e um cone de acrilico. Uma vez no
lugar, foi aplicado uma forca progressiva na pata, que aumentava a uma taxa
constante de 16 g/s até que o animal retirasse a pata do local. Em cada ocasiao,

foram realizadas 3 avaliagbes consecutivas a intervalos de 15 min. A média dos 3
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registros obtidos a partir de cada animal foi utilizado como estimativa do limiar
nociceptivo em (g). Para descartar a possibilidade de lesédo tecidual, o peso
maximo aplicado em cada pata do animal foi de 200 g.

O segundo aparelho consiste de dois compartimentos com paredes de
acrilico transparente (22 x 19 x 15 cm) com fundo de tela de arame. Um
estimulador de toque moével, localizado logo abaixo da plataforma, € posicionado
manualmente pelo experimentador, de modo a direcionar o seu filamento de aco a
superficie plantar da pata desejada. O estimulador de toque esta conectado a um
controlador que permite aplicar a pata, através do filamento de aco, uma forca de
intensidade crescente (0,04 g/s até uma forca maxima de 30 g). O aparelho
registra automaticamente tanto o tempo transcorrido desde o inicio da
estimulacdo até que o animal retire a pata estimulada (i.e. até que a pata perca
contato com o filamento de estimulacdo), bem como a intensidade de forca
aplicada (em g) que acarretou a resposta de retirada da pata. No dia do
experimento em si, e novamente 3 dias apdés a injecdo de salina ou acido
iboténico no ndcleo paratrigeminal, cada animal foi introduzido individualmente em
um dos compartimentos, por 15 min, antes de proceder-se as 3 avaliacfes
consecutivas a intervalos de 5 min da laténcia de resposta basal a estimulacéo
mecanica. A média dos 3 registros obtidos a partir de cada animal foi utilizada

como estimativa do limiar nociceptivo em (g).

3.6.4. Andlise histolégica

Conforme descrito no item 3.5.2.
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3.7. Lesao do nucleo paratrigeminal e a percepcéao dolorosa orofacial

3.7.1. Estimulacdo quimica

A influéncia da lesdo unilateral do nucleo paratrigeminal sobre a
responsividade nociceptiva a estimulacdo quimica da face foi avaliada através do
meétodo descrito inicialmente por Clavelou e col. (1989) aonde através da injecao
subcutéanea de formalina (1%; 50 pl) no labio superior esquerdo (ipsilateral a
lesdo) ou direito (contralateral a leséo) faz-se o registro do comportamento de
grooming facial bilateral durante 30 minutos a intervalos de 3 min. Novamente,
antes de proceder a injecdo de formalina em si, os animais foram habituados ao
aparato experimental conforme descrito no item 3.6.1. ApOs habituac&o, o nucleo

paratrigeminal esquerdo recebeu microinjecao de salina ou acido iboténico.

3.7.2. Estimulagéo térmica

A responsividade nociceptiva a estimulacdo térmica da face foi avaliada
através da aplicacdo de uma fonte de calor (pirografo, 45 °C) na regiao orofacial.
Brevemente, os animais foram contidos e uma fonte de calor foi direcionada a
regido proxima as vibrissas nos lados ipsilateral e contralateral da face. O tempo
de laténcia para que os animais afastassem vigorosamente a cabeca da fonte ou
apresentassem movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas foi registrado
através de um crondmetro manual. O tempo de corte para a aplicacdo deste
estimulo foi de 20 segundos. A reatividade a estimulacdo térmica foi avaliada

antes e 3 dias apos a lesao unilateral do Pa5.
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3.7.3. Estimulagdo mecéanica

A reatividade do rato a estimulacdo mecanica da face foi avaliada através
da aplicacdo de uma série de filamentos de von Frey que produzem forcas de
0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1; 2; 4; 8 e 10 g. Para a realizacao deste procedimento
0os animais foram colocados individualmente em caixas de acrilico e habituados
tanto ao aparato experimental quanto aos filamentos de von Frey durante um
periodo de aproximadamente 60 minutos por 4 dias consecutivos. Os filamentos
foram aplicados na area de insercdo das vibrissas com pressao suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento. Cada filamento foi aplicado 3 vezes
consecutivas com um intervalo de 3 segundos entre cada aplicacdo. O ultimo
filamento utilizado foi aquele que induziu por duas vezes respostas nociceptivas
que incluem retirada rapida da cabeca, reacdes de ataque/escape ou pelo menos
trés reacbes de grooming facial consecutivas. A reatividade a estimulacéo

mecanica foi avaliada antes e 3 dias apos a leséo unilateral do Pab5.

3.8. Substancias Empregadas

Este estudo foi conduzido utilizando-se as seguintes substancias: acido
iboténico, capsaicina, Des-Arg’Leu®-BK, HOE-140 e isoflurano da Sigma
Chemical Co; Des-Arg'® HOE140 (Peninsula Chemicals), D-tubocurarina,
formaldeido, hidrato de cloral e cloridrato de morfina da Merck Industria Quimica
S/A, Darsmstadt, Alemanha; LY306740 ((R)-1-[N-(2-methoxibenzil)acetilamino]-3-
(1H-indol-3-y1)-2-[N-(2-(4-cyclohexilpiperazina-1-yl)acetillamino]propano) da Eli
Lilly, Indianépolis, IN, USA; RP 67580 (antagonistas NK1) SR 48968 ((S)-N-metil-
N-[4-(4-acetilamino-4-fenilpiperidina)-2-(3,4-diclorofenil)-butil]-benzamida) da

Sanofi recherche, Montpellier, Franca; R486 (H-Asp-Ser-Phe-Trp-beta-Ala-Leu-
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Met-NH2) e LF16-0680 foram doacdes do Prof. Dr. Rejean Couture, Montreal,
Canadd); CTOP (Cys® —Tyr® —Orn® —Pen’—amide), Naltrindole e nor-binaltorfimina

da Tocris, Ellisvile, USA.

3.9. Analise estatistica

A pressao arterial média basal (PA), as alteracdes deste parametro
produzidas pela estimulagcdo do nervo ciatico ou pelo tratamento neonatal com
capsaicina, foram estatisticamente comparadas através da analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste “t” bicaudal de Student para amostras ndo pareadas
(Snedecor e Cochran, 1967). Os limiares nociceptivos térmicos ou mecanicos
antes e apos a lesdo do nucleo paratrigeminal foram estatisticamente comparado
através da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Newman-Keuls. As
respostas autonémicas (PA e FC) e comportamentais deflagradas por injecao
intraplantar de formalina foram comparadas com os de animais falso operados
utilizando ANOVA de duas vias para medidas repetidas. Todos os resultados séo

apresentados como meéedia + E.P.M. e o nivel minimo de significancia foi

considerado P< 0,05 para todas as analises.
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4. RESULTADOS

4.1. O reflexo somatosensorial em animal anestesiado

A estimulacao elétrica do nervo ciatico com trens de pulsos quadrados de
0,1 ms de duracédo, 100 ou 600 pA de corrente, aplicados por 10 s a uma
frequéncia de 2, 10 ou 20 Hz causou aumentos da PA de maneira dependente da
intensidade e da frequiéncia do estimulo (Figura 6A). Ja as alteracdes observadas
na FC nao foram significantes (< 5 bpm). A resposta pressora acompanhou o
tempo de aplicacdo do estimulo, retornando ao valor basal (86 + 2,5 mmHg, n =

18) imediatamente apds cessar o estimulo elétrico.

4.2. Influéncia da seccéo total da medula espinhal
A seccao transversal da medula espinhal ao nivel da oitava vértebra
toracica, aboliu completamente o aumento da PA induzido por estimulos de alta

intensidade (20 Hz/0,6 mA) aplicados ao nervo ciatico (Figura 6B).

4.3. Participacdo das fibras sensiveis a capsaicina no reflexo
somatosensorial

Conforme demonstra a Figura 7, o tratamento neonatal de ratos com
capsaicina aboliu a resposta pressora induzida por estimulos de baixa intensidade
(0,1 mA,; painel A) aplicados ao nervo ciatico de ratos anestesiados. Em contraste,
0 aumento pressor induzido por estimulos de alta intensidade (0,6 mA; painel B)
foi potencializado em 101, 65 ou 72 % quando a frequéncia de estimulacéo foi de

2, 10 ou 20 Hz, respectivamente, em ratos tratados com capsaicina.
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4.4. Participacao do nucleo paratrigeminal no reflexo somatosensorial

A Figura 8 demonstra a influéncia da leséo ipsilateral, contralateral ou
bilateral do nucleo paratrigeminal sobre o reflexo somatosensorial. A microinjecao
de éacido iboténico no nudcleo paratrigeminal contralateral ao nervo estimulado,
acarretou uma inibicdo de 80% da resposta pressora a estimulos de alta (0,6 mA,
painel A) mas ndo de baixa intensidade (0,1 mA; painel B). Resultados
semelhantes foram obtidos apés a leséo bilateral do nucleo (55% de inibicdo do
reflexo somatosensorial), embora em menor magnitude (painel A e B). Por outro
lado, a leséo do nucleo paratrigeminal ipsilateral ao nervo estimulado nao induziu
qualquer alteracdo do reflexo somatosensorial em resposta a quaisquer dos
parametros de estimulacdo utilizados, exceto, quando aplicou-se pulsos de 0,1
mA a 20 Hz (painel A), em que observou-se uma reducdo de 55% da resposta
pressora. Os registros tipicos destes resultados estéo ilustrados na Figura 9.

O bloqueio da transmissédo sinaptica no nucleo paratrigeminal também
causou uma reducdo da resposta pressora somente quando o cloreto de cobalto
foi microinjetado contralateral mas néo ipsilateralmente ao nervo estimulado

(Figura 10A e B)
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Figura 6 — Influéncia da intensidade e da frequéncia do estimulo elétrico aplicado
ao nervo ciatico sobre o aumento da presséo arterial média (PA) em ratos com a
medula espinhal intacta (A) ou seccionada ao nivel da oitava vértebra toracica (B).
Em A todos os estimulos consistem de trens de pulsos quadrados de 1 ms
aplicados a uma frequéncia de 2, 10 ou 20 Hz por 10 s. Em B, aplicou-se somente
estimulos de 20 Hz em freqiéncia e 0.6 mA de corrente. Os valores representam

a media £ E.P.M. de 9 animais. * P <0, 05 (ANOVA seguido de teste t de Student)
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Figura 7 — Efeito do tratamento neonatal com capsaicina sobre o reflexo pressor
(AP) induzido pela estimulacdo do nervo ciatico. Os estimulos consistiram de
trens de pulsos quadrados de 0,1 ms de duracédo, 0,6 mA de intensidade e 2, 10
ou 20 Hz de frequéncia, aplicados por 10 segundos. As barras representam as
respostas evocadas pelos animais tratados dois dias apds o nascimento com
veiculo (branca) ou capsaicina (cinza). Cada valor representa a média + EPM de
8 experimentos. * P < 0,05 (ANOVA seguido de teste-t de Student) em relagéo ao

grupo controle (veiculo).
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Figura 8 — Influéncia da lesdo do nucleo paratrigeminal sobre o reflexo

somatosensorial. Os painéis representam as alteracdes na pressao arterial média
guando o nervo ciatico é estimulado com trens de pulsos de 0,1 mA (A) ou 0,6 mA
(B) a uma frequéncia de 2, 10 e 20 Hz. As barras representam os estimulos
aplicados antes ou apos a lesao ipsi-, contra- ou bilateral do nucleo
paratrigeminal. * P < 0.05 (ANOVA seguido de teste t de Student) em relacdo ao

grupo controle (Pré-lesao).
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Figura 9 - Registros tipicos das alteracdes na presséao arterial (PA) induzidas pela
estimulacao elétrica do nervo ciatico de ratos antes (controle) e ap6s a lesao do
nacleo paratrigeminal (Pa5x) contralateral (A), ipsilateral (B) e bilateral (C). Os
estimulos aplicados ao nervo foram trens de pulsos quadrados de 0,6 mA (A e C)

ou 0,1 mA (B) a uma frequéncia de 20 Hz por 10 s.
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Figura 10 - Influéncia do bloqueio da transmissdo sinaptica do ndcleo

paratrigeminal sobre o reflexo somatosensorial. O painel A representa o registro
tipico das alteracbes na pressdo arterial (PA) induzidas por estimulos de alta
intensidade (20 Hz/ 0,6 mA) antes e ap0s a microinje¢cdo de CoCl, no Pa5
contralateral ao nervo estimulado. No painel B estdo representas as respostas
pressoras antes ou apds a microinjecdo de CoCl, no nucleo partrigeminal ipsi-,
contra- ou bilateral do nucleo paratrigeminal. * P < 0.05 (ANOVA seguido de teste

t de Student) em relagao ao grupo controle.
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Sitio de Injecao

Figura 11 — Imagem de uma seccéo transversal do bulbo de um rato corada por
cresil violeta demostrando o sitio de injecdo para o acido iboténico no nudcleo
paratrigeminal. O nivel antero-posterior aproximado em referéncia ao zero
estereotaxico € -4,24 mm. Abreviacdes: sp5, trato espinhal do trigémeo; Sp5l,
ndcleo do trigémeo pars interpolaris; ECu, nucleo cuneato externo. Barra de

escala, 100 pm.
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4.5. Mediadores envolvidos no reflexo somatosensorial.
4.5.1. Taquicininas

Conforme demonstra a Figura 12, a microinjecdo no nucleo paratrigeminal
ipsilateral ou contralateral ao nervo estimulado dos antagonistas seletivos de
receptores NK1 (LY306740, RP 67580), NK2 (SR48968) ou NK3 (R-486) (100
pmol em 0,1ul) para taquicininas ndo foram capazes de alterar a resposta

pressora induzida pela estimulacéo elétrica do nervo ciatico.

4.5.2. Opibides

A microinjecdo no nucleo paratrigeminal contralateral, mas nao ipsilateral
ao estimulo, do antagonista seletivo de receptores opibides do tipo kappa, nor-
binaltorfimina (1,8 pg em 0,1pl) ou do tipo mu opidide, CTOP (1ug em 0,1pl),
reduziu a resposta pressora em 57 e 50% respectivamente, enquanto que o
antagonista de receptores delta opidide, naltrindole (1pug em 0,1pl) potencializou a

resposta pressora em 38% (Figura 13).

4.5.3. Cininas

A microinjecado contra- ou bilateral, mas nao ipsilateral, de HOE-140 (20
pmol/0,1 ul; um antagonista seletivo de receptores B, para bradicinina) no nucleo
paratrigeminal, foi capaz de inibir o reflexo somatosensorial em 48% e 44%,
respectivamente (Figura 14). De modo semelhante, um outro antagonista de
receptores B, da bradicinina, o LF 16-0687 (100 pmol em 0,1 pl; D), também
reduziu a resposta pressora (41% de inibicdo) quando microinjetado no Pa5
contralateral, mas ndo no Pa5 ipsilateral (Resultados ndo demonstrados). A

microinjecdo contralateral ou bilateral, mas nao ipsilateral, de Des-Arg'*°HOE140
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(20 pmol em 0,2 pl; um antagonista seletivo de receptores B; para bradicinina) no
ndcleo paratrigeminal, também foi capaz de inibir o reflexo somatosensorial em 40
e 60%, respectivamente (Figura 15). Por outro lado, a microinjecdo no Pa5
contralateral ao estimulo de Des-Arg°Leu®-BK (100 pmol em 0,1 ul; Figura 15D),
um outro antagonista seletivo de receptores B; da bradicinina, nédo foi capaz de

alterar a resposta pressora induzida pela estimulacdo do nervo ciatico.
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Figura 12 — Participagdo das taquicininas no reflexo somatosensorial mediado
pelo ndcleo paratrigeminal contralateral ao nervo estimulado. Os estimulos
consistiram de trens de pulsos quadrados de 0,1 ms de duracdo, 0,6 mA de
intensidade e 20 Hz de frequéncia, por 10 segundos. As barras representam o
estimulo controle (barra vazia), o estimulo 10 min ap0s a microinje¢cdo do
antagonista seletivo de receptores NK1 (LY306740; barra cinza) ou NK2
(SR48968; barra cinza clara) ou NK3 (R-486; barra achurada) (100 pmol em 0,1
ul) no ndcleo paratrigeminal. Cada valor representa a média + EPM de 5

experimentos.
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Figura 13 — Efeito da microinjecdo de antagonistas opidides no nucleo
paratrigeminal (Pa5) contralateral ao nervo estimulado sobre o reflexo
somatosensorial. Os estimulos consistiram de trens de pulsos quadrados de 0,1
ms de duragéo, 0,6 mA de intensidade e 20 Hz de frequéncia, por 10 segundos.
As barras representam o estimulo controle (barra aberta) e o estimulo 10 min
apos injecdo do antagonista seletivo de receptores opidides do tipo Mu (CTOP;
1,0 pg/0,1ul) Kappa (nor-binaltorfimina; 1,8 pg/0,1ul) ou Delta (Naltrindole; 1,0
pg/0,1pl) (barras pretas). Cada valor representa a média = EPM de 6

experimentos. * P < 0,05 (ANOVA seguido de teste-t de Student).
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Figura 14 — Efeito da microinjecdo de HOE140 (20 pmol em 0,2ul) no nucleo
paratrigeminal (Pa5) ipsilateral (A) contralateral (B) bilateral (C) ou veiculo
contralateral (D) sobre o reflexo pressor induzido pela estimulacdo do nervo
ciatico. Os estimulos consistiram de trens de pulsos quadrados de 0,1 ms de
duracdo, 0,6 mA de intensidade e 20 Hz de frequéncia, por 10 segundos. As
barras representam o estimulo controle (barra aberta), o estimulo 10 min apds
injecdo do antagonista (barra preta) ou veiculo (barra cinza) e o estimulo 40 min
apos a injecao do antagonista (barra achurada). Cada valor representa a média *

EPM de 6 experimentos. * P < 0,05 (ANOVA seguido de teste “t” de Student).
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Figura 15 — Efeito da microinjecdo de Des-Arg'°Hoe140 (antagonista seletivo de
receptores B; para bradicinina; 20pmol em 0,2 pl) no ndcleo paratrigeminal (Pa5)
ipsilateral (A) contralateral (B) bilateral (C) ou DALBK (antagonista seletivo de
receptores B; para bradicinina; 100 pmol em 0,2ul no nucleo contralateral (D)
sobre o reflexo pressor induzido pela estimulagdo do nervo ciético. Os estimulos
consistiram de trens de pulsos quadrados de 0,1 ms de duragdo, 0,6 mA de
intensidade e 20 Hz de frequéncia, por 10 segundos. As barras representam o
estimulo controle (barra vazia), 10 ou 5 min apés injecdo do antagonista (barras
pretas ou cinza, respectivamente) e 40 min apés a inje¢cdo do antagonista (barra
achurada). Cada valor representa a média + EPM de 6 experimentos. * P < 0,05

(ANOVA seguido de teste “t” de Student).
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4.5.3.1. Andlise dos produtos génicos codificadores para 0s receptores de
bradicinina no nucleo paratrigeminal.

A Figura 16 representa os resultados da amplificacdo dos fragmentos
obtidos, por eletroforese, em gel de agarose. Em animais, cujo nervo ciatico ndo
foi estimulado, foi detectado somente um fragmento de 700 pb correspondente ao
segmento codificador do receptor B,. Nao ha evidéncia da expressao do receptor
B:1 nestes animais. Por outro lado, em animais 0s quais 0 nervo ciatico foi
estimulado, foram obtidos produtos de aproximadamente 700 e 918 pb
correspondente aos fragmentos codificadores dos receptores B, e By,
respectivamente (painel A).

O tratamento neonatal com capsaicina ou veiculo ndo afetou a expressao
dos produtos génicos codificadores dos receptores B, e B; detectados apds a

estimulacao elétrica do nervo ciatico (painel B).

4.5.4 - Localizacdo dos receptores para as cininas e para 0os opidides em

neurdnios do nucleo paratrigeminal.

Para investigar esse aspecto, optamos por verificar a influéncia do
tratamento neonatal de ratos com capsaicina sobre as respostas de animais
adultos a microinjecédo de antagonistas cininérgicos e opioidérgicos no Pab.
Conforme ilustra a Figura 17, o tratamento neonatal com capsaicina nao afetou a
magnitude do efeito inibitério induzido por microinjecdo no Pa5 de HOE-140
(Figura 15B) ou LF 16-0687 (resultados ndo demonstrados), mas aboliu a
modulacao do reflexo somatosensorial exercida por quaisquer dos 3 antagonistas

seletivos dos receptores opidides neste nucleo.
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A - Animais sem fratamento prévio

Estimulado Mao-estimulado

M Ac B, B, Ac B, B

=

918 pb
700 pb

B - Animals tratados com veiculo ou capsaicing

Veiculo Capsaicina

M Ac B, B, Ac B, B,

918 pb
700 pb

Figura 16 — Deteccdo em gel de agarose dos produtos génicos codificadores de

receptores B; e B, em amostras de nucleo paratrigeminal de ratos. No painel A

estdo representados amostras de animais controle cujo nervo ciatico foi

estimulado eletricamente ou ndo. No painel B estédo representados os fragmentos

obtidos ap6s a estimulagdo elétrica do nervo ciatico de animais tratados com

capsaicina ou veiculo. M, marcador de peso molecular, bp, pares de base. B;-

fragmento correspondente ao receptor Bi; B, - fragmento correspondente ao

receptor B, ; Ac - fragmento correspondente a actina. Cada amostra representa o

RNAm de 5 nudcleos paratrigeminais de 5 animais. Resultados representativos de

3 avalia¢des independentes.
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Figura 17 — Efeito da injecdo do antagonista do receptor B, para bradicinina HOE-
140 (A) e dos antagonistas dos receptores opioides dos tipos mu, kappa ou delta
(B) no nudcleo paratrigeminal (Pa5) contralateral ao nervo estimulado (20 Hz/ 0.6
mA) de ratos tratados com veiculo (controle) ou capsaicina (desnervados). As
barras representam o estimulo antes (barra branca) e apds a microinjecao de um
dos antagonistas (barra preta) no Pa5. Cada valor representa a média £+ EPM de
5 experimentos. Asteriscos e serquilhas denotam diferencas estatisticas entre as
respostas pressoras obtidas antes e ap0s a microinjecdo de um dos antagonistas
no Pa5 e as respostas obtidas em animais controle e animais tratados com

capsaicina, respectivamente. P < 0,05 (ANOVA seguido de teste “t” de Student).
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4.6. Participacdo do nucleo paratrigeminal no reflexo somatosensorial em
animal consciente

A injecéo de formalina na dose de 2,5% (em 50 pl) em ratos falso-operados
induziu respostas nociceptivas caracteristicas deste agente algico, compostas das
2 fases descritas no item 3.5.1. Estas respostas mostraram-se acompanhadas de
aumentos também bifasicos tanto da PA quanto da FC. Embora doses mais
baixas de formalina (0,625 e 1,25%) também evocassem comportamento
nociceptivo bifasico, as alteracdes de PA e de FC limitaram-se apenas ao periodo
em que se manifestava a primeira fase da resposta nociceptiva (Figura 18).

Ao avaliarmos a participagcdo do nucleo paratrigeminal sobre o reflexo
somatosensorial (Figura 19), observamos que a lesdo do nucleo contralateral a
pata estimulada atenuou tanto o aumento pressor (40% de inibicdo; A) quanto as
alteracdes na FC (38% de inibicAo em relacdo ao grupo falso-operado; B)
evocadas pela formalina. No entanto, a atenuacdo da resposta pressora foi
significante somente na primeira fase do teste. Além disso, ambas as fases da
resposta nocifensiva a formalina 2,5% foram reduzidas pela leséo do Pa5

contralateral (C).
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Figura 18 — Decurso temporal das alteragdes no comportamento nociceptivo (A)
na pressao arterial (PA; B) e na frequéncia cardiaca (FC; C) induzidas pela
injecao i.pl. de diferentes doses de formalina (0,625 — 5 %; 50 pl) em ratos. Cada

valor representa a média £ E.P.M. de 5 animais.
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Figura 19 — Decurso temporal das alteragdes no comportamento nociceptivo (A),
na pressao arterial (B) e na frequéncia cardiaca (C) induzidas pela injecéo i.pl. de
formalina (50 pl, 2,5 %) em animal falso operado (circulo aberto) e com lesdo do
Pa5 contralateral a pata injetada (circulo fechado). Cada valor representa a média

+ E.P.M. de 6 animais. * P < 0,05 (ANOVA seguido de teste “t” de Student).
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4.7. Influéncia da lesdo do nucleo paratrigeminal sobre a nocicepcéao
térmica, mecanica e quimica.
4.7.1. Estimula¢do Quimica

A Figura 20 ilustra a influéncia da lesdo do nucleo paratrigeminal sobre a
resposta nociceptiva quimica induzida por injecao intraplantar de formalina 2,5 %
na pata direita (contralateral) ou esquerda (ipsilateral) do rato. Neste sentido,
ambos os componentes (Fase 1 e Fase 2) da resposta nociceptiva a formalina
foram reduzidos em 45 e 49 % na pata contralateral a lesdo do nucleo
paratrigeminal, respectivamente. De maneira semelhante, a resposta nociceptiva
evocada pela injecéo intraplantar de capsaicina foi reduzida em aproximadamente
35% apbs a lesdo do nucleo paratrigeminal contralateral a pata injetada
(resultados ndo mostrados). Por outro lado, em ambos os testes (formalina ou
capsaicina), as respostas eliciadas na pata ipsilateral a lesdo, assim como em
ambas as patas dos animais falso operados ndo foram alteradas em relacdo aos
grupos controles. Em contraste, diferentemente do observado na pata, a leséo do
nacleo paratrigeminal acarretou em uma potencializacdo da segunda fase (12-30
min) de 77 = 12 para 273 + 35 s e de 142 + 17 para 303 + 35 s quando a
formalina foi injetada tanto no Ilabio ipsi- quanto no Ilabio contralateral,
respectivamente (Figura 21). Em um grupo paralelo, avaliamos a sensibilidade
nociceptiva a estimulacao quimica (formalina) da pata em animais submetidos a
lesdo da porgcdo rostral medial do ndcleo trigeminal espinhal pars interpolaris
(Sp51). Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos falso operado e lesado

(Resultados ndo mostrados)
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4.7.2. Estimulagdo Mecénica

A Figura 22 ilustra a influéncia da lesdo do nucleo paratrigeminal sobre a
sensibilidade da pata ou da face do rato a aplicacfes sucessivas de um estimulo
mecanico de baixa intensidade. No painel A, a lesdo do nudcleo paratrigeminal
acarretou em uma reducdo de aproximadamente 30 % no limiar nociceptivo
mecanico da pata direita (contralateral a lesédo). Este efeito se manteve até o
quinto dia, porém em menor grau (resultados ndo apresentados). Por outro lado,
nenhuma alteracdo no limiar nociceptivo mecéanico foi observado na pata
esquerda (ipsilateral a lesdo) ou em ambas as patas dos animais falso operados.
Resultados semelhantes foram obtidos apds a aplicacdo de um estimulo
mecanico de alta intensidade (Randall-Selitto; Resultados ndo apresentados). No
painel B, a lesdo do nucleo paratrigeminal acarretou em uma reducdo de
aproximadamente 85% no limiar nociceptivo mecéanico da regido facial esquerda
(ipsilateral a lesdo do nucleo paratrigeminal) ou direita (contralateral a lesdo do
nacleo paratrigeminal). Em animais falso operados, nao foi observada qualquer

alteracdo no limiar nociceptivo mecanico da face.

4.7.3. Estimulacdo Térmica

O painel A da Figura 23 demonstra a responsividade da pata esquerda
(ipsilateral a lesédo) e da pata direita (contralateral a lesdo) a aplicagbes
sucessivas de um estimulo térmico antes e apds a lesdo esquerda do nucleo
paratrigeminal. Como podemos observar, a laténcia de resposta (retirada da pata)
em ambas as patas nao diferiu entre os grupos controle, falso operado ou lesado
(10,3 +£0,5; 10,9 £ 0,6 ou 10,3 + 0,3 s respectivamente) antes ou 3 e 5 dias apds

a lesdo. Em um grupo controle paralelo, a administracéo i.p. de morfina (5mg/kg;
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1 ml) causou um aumento de 36% no limiar nociceptivo térmico. No painel B
podemos observar que a responsividade nociceptiva da face a estimulacao

térmica (calor) também nao foi afetada apos a leséo do nucleo paratrigeminal.

4.7.4. Analise histologica

A Figura 24 ilustra um corte transversal do bulbo de um rato sacrificado 10
dias apds a microinjecdo de acido iboténico no ndcleo paratrigeminal esquerdo.
No painel superior direito pode-se observar corpos neuronais intactos embebidos
em intensa neurdpila. Em contraste, no painel superior esquerdo observa-se
intensa gliose e auséncia de corpos celulares restritos ao nucleo paratrigeminal,
deixando o nucleo trigeminal espinhal pars interpolaris (Sp5I) e o ndcleo cuneato

externo (ECu) intactos.
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Figura 20 — Influéncia da leséo do nucleo paratrigeminal (Pa5) sobre a resposta
nociceptiva induzida por injecdo intraplantar de formalina 2,5%, em ratos
conscientes. O painel A representa o decurso temporal da resposta e indica o
namero de flinches somados a intervalos de 5 min por um periodo de 60 min. Os
circulos abertos, fechados e triangulos representam respectivamente 0s grupos
controle, falso operado e lesado. O painel B representa a média dos resultados
obtidos no periodo de 0-10; 15-20 e 25-60 minutos para os grupos controle (barra
aberta), falso operado (barra achurada) e lesado (barra fechada). Cada valor
representa a média + EPM de 6 experimentos. * P < 0,05 (ANOVA de duas vias

seguido do teste de Newman-Keuls).
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Figura 21. Influéncia da lesdo do nudcleo paratrigeminal (Pa5) sobre a resposta
nociceptiva induzida por injecdo subcutanea de formalina (1%, 50 pl) no labio
superior de ratos conscientes. O painel A representa o decurso temporal da
resposta e indica o tempo de grooming facial somados a intervalos de 3 min por
um periodo de 30 min. Os circulos abertos, fechados e triangulos representam
respectivamente os grupos controle, falso operado e lesado. O painel B
representa a média dos resultados obtidos no periodo de 0-3 e 15-30 minutos
para os grupos controle (barra aberta), falso operado (barra achurada) e lesado
(barra fechada). Cada valor representa a média + EPM de 6 experimentos. * P <

0,05 (ANOVA de duas vias seguido do teste de Newman-Keuls).
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Figura 22 - Influéncia da lesdo do nucleo paratrigeminal sobre a resposta
nociceptiva evocada pela estimulagdo mecéanica da pata (A, von frey eletrénico)
ou da face (B, Filamentos de von Frey) esquerda (ipsilateral) e direita
(contralateral) do rato. As barras representam o limiar de retirada da pata ou da
face em animais controle (barra vazia), falso operados (achurada) e com leséo do

ndcleo paratrigeminal (barra cinza e preta). Cada valor representa a média + EPM

de 8 experimentos. * P < 0,05 (ANOVA seguido de teste de Newman-Keuls).
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Figura 23 — Efeito da lesdo do nucleo paratrigeminal sobre a resposta nociceptiva

Laténcia de Retirada da Pata
T

10F

Laténcia de retidada da face
()

evocada pela estimulacdo térmica da pata (A; modelo de Hargreaves) ou da
regido facial (B; pirégrafo) esquerda (ipsilateral) ou direita (contralateral) do rato.
As barras representam a laténcia de resposta dos animais falso operado na
auséncia (barra branca) ou presenca de morfina (barra achurada). As barras cinza
e preta representam a laténcia de resposta dos animais com lesdo do nucleo
paratrigeminal. Cada valor representa a média + EPM de 8 experimentos. * P <

0,05 (ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).
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Figura 24 — llustracdo esquematica de uma seccao transversal do bulbo de um
rato (JO3L03C19) sacrificado 10 dias apds a microinjecdo de acido iboténico no
ndcleo paratrigeminal esquerdo. Os painéis superiores ilustram a extensao da
lesdo, a qual se restringiu ao nucleo paratrigeminal deixando o nucleo trigeminal
espinhal pars interpolaris (Sp5I) e 0 nucleo cuneato externo (ECu) intactos. No
painel inferior, uma imagem em menor aumento sobreposta com uma seccao de
bulbo adaptada de Paxinos e Watson (1986). AP -3.8 e -3.72 representam o nivel
antero-posterior aproximado em referéncia ao zero estereotaxico. Abreviacoes:
Sp5l, nucleo trigeminal espinhal pars interpolararis; Sp5, trato trigeminal espinhal;

Ecu, nlcleo cuneato. Barra de escala: 250 um
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5. DISCUSSAO

5.1. O reflexo somatosensorial em ratos

Os resultados do presente estudo demonstram que a estimulacao elétrica
do nervo ciatico causa uma elevacdo consistente na pressao arterial e uma
modesta aceleracéo na frequéncia cardiaca. A resposta reflexa maxima foi obtida
aplicando-se um estimulo de alta intensidade capaz de ativar todos os tipos de
fibras contidas no nervo, incluindo fibras C. Este perfil de resposta corrobora
estudos prévios em ratos (Stornetta et al., 1989; Possas et al., 2001), gatos e
cdes (Johansson, 1962; Kozelka et al., 1981; Sato e Schmidt, 1981). Outros
estudos demonstram um padrdo diferencial de respostas cardiorespiratorias a
estimulacdo nociceptiva (Blessing, 1997; Nagasaka e Yaksh, 1990; Ness e
Gebhart, 1990). Segundo tais achados, este padréo € dependente do tipo e/ou do
nivel de anestesia, sendo que em um nivel de anestesia mais profundo, a
estimulacdo nociceptiva causa uma diminuicdo da presséo arterial, enquanto que
0 contrario acontece quando a profundidade da anestesia € diminuida.

Por outro lado, o tipo de fibra aferente nociceptiva que estd sendo
estimulada também interfere no perfil de resposta cardiovascular. A estimulacao
elétrica de fibras aferentes musculares ou cutédneas dos grupos Ill ou IV (fibras Ad
e C) resulta em hipertensao, taquicardia e aumento do fluxo sanguineo e da
condutancia vascular (Cravo et al., 1995; Iwamoto et al., 1985; Morrison e Reis,
1989). Em adicéao, a estimulacao elétrica em frequéncias baixas e com pulsos de
intensidade suficiente para estimular fibras aferentes dos grupos Il e lll, produz

queda na pressao arterial, enquanto que aumentando a frequéncia e a
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intensidade do estimulo, para incluir as fibras do grupo IV (fibras C), resulta em
respostas pressoras (Katz e Perryman, 1965).

Em nossos experimentos, uma vez padronizada a profundidade da
anestesia, diferentes intensidades e frequéncias de estimulos aplicados ao nervo
ciatico de ratos resultou sempre em aumento da pressao arterial, a qual retornava
aos niveis basais imediatamente apos a interrupcéo do estimulo. Neste contexto,
avaliamos a contribuicdo das fibras aferentes primarias nociceptivas contidas no
nervo ciatico para o reflexo somatosensorial. Sendo um nervo misto, 0 nervo
ciatico € composto por uma variedade de fibras motoras e sensoriais com
diametros e velocidades de conducao caracteristicos (Zagon, 2001). Desta forma,
a degeneracao seletiva irreversivel de grande parte das fioras C e de uma
pequena populacdo de fibras Ad com capsaicina potencializou o efeito pressor
induzido pela estimulacdo elétrica de alta intensidade (0,6 mA). Ja a resposta
pressora a estimulos elétricos de baixa intensidade (0,1 mA) foi completamente
abolida apds este tratamento, sugerindo que as fibras C e Ad parecem exercer
influéncias inibitérias ou excitatorias dependentes da intensidade do estimulo.
Estes resultados sugerem a possibilidade de ocorréncia de uma sensibilizacao de
neurdnios do corno dorsal e/ou o recrutamento do controle descendente inibitorio
da dor (LeDoux e Wilson, 2001). A sensibilizacdo estaria deslocando a curva
estimulo resposta para esquerda, enquanto que o recrutamento do controle
inibitério descendente de dor deslocaria a curva para direita. Devido a estes
arranjos, um estimulo no topo da curva ou préximo a ele acarretaria uma resposta
aumentada, enquanto que um estimulo na base da curva ou préximo a ela, ira
produzir inibicdo. Entdo, um estimulo de alta intensidade capaz de causar

sensibilizacdo dos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal, resultara em
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potencializacdo do reflexo somatosensorial, enquanto que um estimulo de baixa
intensidade, incapaz de causar sensibilizacdo, acarreta abolicdo do reflexo
somatosensorial, provavelmente através do recrutamento do controle inibitorio
descendente de dor, o qual estaria inibindo também o aumento da pressao
arterial.

Concomitante a hipétese acima, um outro aspecto importante refere-se ao
fato destes aferentes primarios sensiveis a capsaicina ndo estarem envolvidos
somente na percepcao dolorosa, mas também na regulacdo cardiovascular
devido a liberacdo de potentes vasodilatadores periféricos, tais como substancia
P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Além disso, estes
neuropeptideos possuem acdes natriuréticas e diuréticas (Vaishnava e Wang,
2003). Entdo, a auséncia destes mediadores pode estar contribuindo para a
potencializacdo do reflexo somatosensorial observado apds o tratamento de ratos
neonatos com capsaicina, através de um desequilibrio nos ajustes rapidos da
pressao arterial, embora a presséao arterial basal destes animais, nédo diferiu da de
animais normais tratados com veiculo. Ao que parece, faz-se necessario estudos
adicionais acerca da influéncia destas fibras no componente cardiovascular do

reflexo somatosensorial.

5.2. Substrato neuroanatdomico do reflexo somatosensorial

O presente estudo também fornece informacbes sobre as Vvias
espinobulbares envolvidas no reflexo somtosensorial em ratos. Neste sentido,
sabe-se que as fibras aferentes do nervo ciético, algumas das quais podem
mediar o reflexo somatosensorial evocado eletricamente, terminam nas laminas |

a V do corno dorsal (Molander e Grant, 1986; Stornetta et al., 1989) e em
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neurénios motores do corno ventral (Stornetta et al., 1989) da medula espinhal ao
nivel dos segmentos lombosacrais (L3-S2). A eliminacdo do reflexo
somatosensorial apos seccao parcial (contralateral, mas néo ipsiliateral ao nervo
estimulado) da medula espinhal a nivel da oitava vértebra toracica indica que tais
lesBes interrompem a via ascendente sem afetar as eferéncias supraespinhais
para neurdnios preganglionares simpaticos. O mesmo resultado foi relatado apés
hemiseccdo da medula espinhal cervical contralateral (mas nao ipsilateral) ao
nervo estimulado, sugerindo que a via ascendente necessaria para evocar 0
reflexo somatosensorial cursa através do lado oposto da medula espinhal
(Stornetta et al., 1989; Caous et al., submetido). Além disso, a seccao transversal
da coluna dorsal da medula espinhal cervical envolvendo o aspecto mais dorsal
do funiculo lateral ndo afeta o reflexo somatosensorial, indicando que a via
aferente ascende primariamente através do funiculo lateral ou anterior (Stornetta
et al., 1989). Estes achados sugerem que as aferéncias somatosensoriais reflexas
relembram a via espinotalamica classica (Granum, 1986) e podem derivar de
células em areas do corno dorsal espinhal envolvidas na neurotransmissao da dor
(Kerr, 1975).

A participacdo das fibras C no reflexo somatosensorial, bem como na
nocicepg¢ao, suportam um papel importante para o trato espinotalamico na via
ascendente do reflexo somatosensorial. No entanto, esta via parece envolver
somente estruturas espinobulbares, pois a transecc¢do do tronco cerebral ao nivel
da ponte medial ndo afeta o reflexo somatosensorial (Stornetta et al., 1989).
Resultados de lesbes de estruturas importantes na regulacdo cardiovascular, tais
como o NTS, LRt (nucleo reticular lateral), rafe bulbar, nucleo olivar inferior (ION),

loco ceruleo (LC), area A5, feixe adrenérgico tegmental principal (PT), complexo
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parabraquial, ponte caudal e oral, também ndo afetaram a resposta pressora a
estimulacdo do nervo ciatico. Por outro lado, o reflexo somatosensorial foi
completamente abolido apds a lesdo do RVL. Estes autores sugerem a existéncia
de uma via bisinaptica para o reflexo somatosensorial, ou seja, uma sinapse na
medula e outra no RVL. No entanto, parece ser muito simplista a hipotese deste
circuito. Desta forma, nossos resultados de lesdo apontam o nucleo
paratrigeminal como um importante elo na integracao do reflexo somatosensorial
proveniente do campo de inervacdo do ciatico. Em adi¢cdo, nossos resultados
também demonstram que o nucleo paratrigeminal aparentemente nédo € a Unica
via de entrada de impulsos aferentes somatosensoérios, uma vez que a leséo
bilateral do nucleo ndo abole o reflexo somatosensorial. Sugerem ainda que o
nacleo ipsilateral ao nervo estimulado talvez receba aferéncias que exercem
influéncia inibitoria sobre o reflexo somatosensorial, enquanto as que chegam ao
nacleo paratrigeminal contralateral parecem exercer influéncia
predominantemente excitatoria. Isso talvez justifique porque a leséo bilateral do
ndcleo tem um efeito menor em atenuar a resposta pressora a estimulacdo do
nervo ciatico do que a lesdo contralateral somente. Os resultados obtidos com o
bloqueador de transmisséo sinaptica CoCl, reforcam estes achados. A presenca
de aferéncias inibitérias ao Pa5 ipsilateral parece confirmar a existéncia de uma
conexao reciproca entre o nucleo paratrigeminal esquerdo e o direito, sugerida
por Saxon e Hopkins, 1998, ainda que em Caous e col. (2001) tal conectividade
nao tenha sido observada.

Entdo, conforme representado abaixo na Figura 26, vias neuronais
excitatérias e inibitorias, provavelmente polisinapticas, provenientes do campo de

inervacdo do nervo cidtico alcangam o nucleo paratrigeminal através da medula
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espinhal. O componente inibitério, sensivel ao bloqueio por capsaicina, envolve
principalmente o nucleo paratrigeminal ipsilateral, enquanto o componente
excitatorio, insensivel a capsaicina envolve o nucleo contralateral. No nucleo
paratrigeminal a informacéo é integrada e enviada diretamente ou indiretamente
via NTS para o RVL, o qual recruta neurbnios eferentes simpaticos
preganglionares presentes na coluna de células intermédiolateral. Como resultado
deste circuito ocorre aumento da PA e da FC. A hipdtese deste circuito baseia-se
em achados recentes que demonstram uma conexdo funcional entre os ndcleos
paratrigeminal e RVL (Caous et al., 2004). Considerando o RVL, a via eferente do
arco reflexo somatosensorial (Stornetta et al., 1989), estariam assim providas,
parte dos substratos neuroanatdémicos dos reflexos homeostasicos e de defesa

em questao, no qual o Pab5 teria influéncia excitatoria sobre o RVL.
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Figura 25. Representacao das possiveis vias neuronais que medeiam o reflexo
somatosensorial em ratos. Linhas vermelhas cheias ou pontilhadas representam
neurdnios excitatorios ativados em resposta a estimulos de alta (0,6 mA) ou de
baixa (0,1 mA) intensidade, respectivamente. As setas representam neurénios de
3° ordem (Cinza) e neurdnios pré-motores adrenérgicos C; (Verde). Abreviacoes:

Capsaicin-X, fibras aferentes sensiveis a capsaicina; NTS, nucleo do trato

solitario; RVL, nucleo reticular rostroventrolateral
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5.3. Mediadores envolvidos no reflexo somatosensorial

Parte do presente estudo procurou caracterizar alguns dos possiveis
mediadores envolvidos no reflexo somatosensorial. Neste sentido, 0 componente
cardiovascular do reflexo somatosensorial mediado pelo nucleo paratrigeminal
nao depende da ativacdo de receptores NK1, NK2 ou NK3 para as taquicininas,
mas parece depender da ativacdo de receptores opidides e de receptores B, para
bradicinina localizados no préprio nucleo.

A auséncia de efeito dos antagonistas taquicininérgicos no reflexo
somatosensorial pareceu-nos surpreendente, em vista de que esta area
apresenta niveis significativos de RNAmM codificador para receptores NK1
(Pereira, 2003). Além disso, a microinjecdo de substancia P no nucleo
paratrigeminal de animais conscientes produz um efeito bifasico dependente da
dose, ou seja, um efeito depressor seguido de efeito pressor (Koepp et al., em
preparacdo). Uma provavel explicacdo para a inexisténcia de efeito seria a
presenca de substancia P em neurbnios paratrigeminais nao-nociceptivos ou
ainda a presenca de agentes anestésicos. Em relacdo ao ultimo aspecto, alguns
agentes volateis agem em neurdnios taquicininérgicos modulando seu contetdo
(Kotani et al., 1986). Neste sentido, SP injetada no NTS de ratos conscientes
induz aumento da presséao arterial e da frequiéncia cardiaca (Abdala et al., 2003)
enguanto que em animais anestesiados, o0s resultados sdo contraditérios. Alguns
estudos relatam hipotensdo e bradicardia (Feldman, 1995; Kubo and Kihara,
1987), enquanto outros estudos tém demonstrado um aumento na pressao arterial
e taquicardia (Granata and Woodruff, 1980) ou nenhum efeito (Talman and Reis,

1981).
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Em contraste, os opidides enddégenos parecem ter um papel modulatério
seletivo, enquanto antagonistas de receptores mu e kappa atenuam a resposta
pressora, 0 antagonista seletivo de receptores delta a potencializa. Niveis
elevados de preprodinorfina, um precursor do ligante enddégeno do receptor kappa
opidide, dinorfina, estdo presentes no ndcleo paratrigeminal e estes niveis sao
aumentados apos estimulacdo nociva (Li et al.,, 1999). Aparentemente, 0s
opidides exercem um efeito analgésico quando administrado em areas do
complexo trigeminal (Duale et al., 1996). No entanto, faz-se necessario estudos
adicionais acerca da influéncia destes peptideos no componente cardiovascular
do reflexo somatosensorial.

A microinjecdo de dois antagonistas seletivos de receptores B, da
bradicinina, reduziu igualmente a resposta pressora quando microinjetado no Pa5
contralateral, mas nao ipsilateral, ao nervo estimulado. De modo semelhante, a
microinjecado contralateral ou bilateral, mas néo ipsilateral, de um antagonista
seletivo de receptores B; para bradicinina (Des-Arg'°®HOE140) no nucleo
paratrigeminal, também foi capaz de inibir em 40% a 60% o reflexo
somatosensorial, respectivamente. Por outro lado, a microinjecdo no Pa5
contralateral ao estimulo de Des-Arg°Leu®-BK, um outro antagonista seletivo de
receptores B; da bradicinina, ndo foi capaz de alterar a resposta pressora
induzida pela estimulacdo do nervo ciatico.

De maneira similar aos antagonistas de receptores opibdides, 0s
antagonistas cininérgicos foram efetivos somente quando aplicados no Pa5
contralateral ao nervo estimulado. O fato do bloqueio do receptor B, da
bradicinina no Pa5 reduzir a resposta pressora a estimulagéo do nervo ciatico na

mesma magnitude observada ap0s a lesao bilateral deste nucleo, sugere que as
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cininas sejam muito relevantes na mediacao do reflexo somatosensorial. O efeito
pressor pronunciado da microinjecéo de bradicinina no Pa5 (Lindsey et al., 1997),
em conjunto com o aumento concomitante da frequéncia de disparos de
neurdnios barosensiveis presentes no RVL que ocorre nesta situacdo (Caous et
al., 2004), reforcam estes achados. Conforme mencionado anteriormente, o RVL
€ um componente importante do arco somatosensorial reflexo (Stornetta et al.,
1989).

Por outro lado, o receptor B;, tanto no sistema nervoso periférico quanto no
sistema nervoso central, ndo € comumente expresso sob condi¢des fisiologicas
normais, mas sua expressao manifesta-se rapidamente apods lesdo tecidual
(Regoli et al., 2001; Calixto et al., 2004) ou durante alguns estados patologicos
cronicos, tais como, inflamacao, hipertermia, epilepsia e diabetes (para revisao
ver Couture e Lindsey., 2000). Neste sentido, os resultados obtidos com o
antagonista seletivo de receptores B; Des-Arg’°Hoe140, em principio, foram
inesperados e parecem sugerir uma ac¢ao nao seletiva deste antagonista, ou
ainda, a ocorréncia de leséo tecidual (Marceau et al., 1983), a qual € capaz de
induzir a expressao de receptores B; e/ou liberacdo de agonistas enddgenos
deste receptor (Schanstra et al., 1998). Nossos resultados de expressao génica
demonstram a presenca de RNAmM codificador do receptor B; em animais
estimulados eletricamente. Em adicdo, a expressdo deste produto génico nao
esta vinculada a lesédo tecidual decorrente da exposicdo do nervo, pois em
animais cujo nervo ciatico foi apenas exposto e ndo recebeu qualquer estimulo
elétrico, tal fragmento ndo foi detectado. A presenca do RNAm para receptores B;
pode entdo ter sido consequéncia do primeiro trem de pulsos (controle), que foi

aplicado 30 min antes da injecao do antagonista B; (40 min antes da aplicacao do
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segundo trem de pulsos). Além disso, os resultados de expressdao génica
parecem sugerir auséncia de co-localizacéo entre os receptores cininérgicos e 0s
receptores vanildides 1 (TRPV1) no nucleo paratrigeminal, uma vez que o
tratamento neonatal com capsaicina nao afetou a expressao de RNAm codificador
de receptores cininérgicos. Os resultados obtidos com a microinjecdo de
antagonista cininérgicos no nucleo paratrigeminal de animais tratados com
capsaicina reforcam estes achados. Nestes animais, o tratamento neonatal com
capsaicina ndo afetou a magnitude do efeito inibitorio induzido por microinjecao
no Pa5 de HOE-140 ou LF 16-0687. Por outro lado, a modulacdo do reflexo
somatosensorial exercida por quaisquer dos 3 antagonistas seletivos dos
receptores opidides no nucleo paratrigeminal foi abolida completamente pelo
tratamento neonatal com capsaicina.

A persisténcia do efeito dos antagonistas B, para bradicinina no Pa5, sobre
o reflexo somatosensorial de ratos tratados com capsaicina, sugere que 0S
receptores B, parecem estar presentes em neurbnios paratrigeminais pos-
sinapticos, como proposto anteriormente por Couture e Lindsey (2000), mas o
mesmo nédo € observado em relacdo aos mecanismos modulatérios dependentes
de receptores opidides, bloqueados por completo apés tratamento neonatal com
capsaicina. Estes resultados alinham-se a hipétese de que neurbnios
opioidérgicos, modulariam, indiretamente, a atividade de neurbnios
paratrigeminais reativos as cininas (Koepp et al., 2005). Assim, conforme ilustra a
Figura 27, a estimulacao aferente nociceptiva acarretaria liberacéo de bradicinina
e de opidides no nucleo paratrigeminal. A bradicinina atuaria em receptores B
pds-sinapticos. Ja os receptores opidides, co-localizados com receptores TRPV1

presentes em fibras aferentes sensiveis a capsaicina poderiam modular a
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excitabilidade de neurbnios paratrigeminais através de duas vias: a) através da
ativacdo de receptores delta opidides pré-sinapticos e consequente inibicdo da
liberacdo de bradicinina e b) através de uma acao inibitéria via receptores mu e
kappa opidides sobre neurdnios inibitérios (gabaérgicos ou de outra natureza).
Em conjunto, estes mecanismos ativariam neurdnios presentes no RVL e/ou NTS,
0S quais poderiam entdo recrutar neurbnios simpaticos pré-ganglionares
presentes na coluna de células intermédiolateral, resultando em aumento da PA e

um pequeno aumento da FC.
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Figura 26 — Representacdo da possivel localizacdo dos receptores cininérgicos e
opioidérgicos (A) ativos no arco somatosensorial reflexo e as vias neuronais que
medeiam esta resposta (B). A participacdo de receptores NMDA e ndo-NMDA é
especulativa (Buck et al., 2002). As linhas vermelhas cheias ou pontilhadas
representam neurdnios excitatorios ativados em resposta a estimulos de alta (0,6
mA) ou de baixa (0,1 mA) intensidade, respectivamente. As setas representam
neurdnios de 3° ordem (cinza) e neurbénios premotores adrenérgicos C; (Verde).
Abreviagdes: Capsaicin-X, fibras aferentes sensiveis a capsaicina; NTS, nucleo
do trato solitario; RVL, nucleo reticular rostroventrolateral.
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5.4. O reflexo somatosensorial em animal consciente.

O conhecimento da organizacao funcional das vias centrais implicadas no
reflexo somatosensorial esta baseado, quase que exclusivamente, em estudos
conduzidos em sistemas isolados de animais anestesiados. Neste sentido, sabe-
se muito pouco sobre a maneira pela qual diferentes sistemas coordenam as
respostas a um estressor e operam coletivamente em um organismo intacto. Além
disso, a estimulacdo nociceptiva de rato anestesiado normotérmico evoca
aumentos da presséao arterial, mas o oposto é verificado em animais hipotérmicos
(Sato et al., 1976), ou nos quais induziu-se um plano mais profundo de anestesia
(Gibbs et al., 1989). No transcorrer dos nossos experimentos com estimulagéo do
nervo ciatico, também notamos que a magnitude do reflexo somatosensorial €
extremamente susceptivel ao nivel de anestesia e a temperatura corporea. Este
fato levou-nos a investigar qual a real importancia do nudcleo paratrigeminal no
processamento da resposta somatosensoria em animal acordado. Os resultados
obtidos demonstraram que a lesdo do nucleo paratrigeminal contralateral a pata
estimulada atenuou tanto o aumento pressor quanto as alteragcbes na FC
evocadas pela formalina. No entanto, este efeito foi significativo somente na
primeira fase do teste. Por outro lado, ambas as fases da resposta nocifensiva a
formalina 2.5% foram reduzidas pela lesdo do Pa5 contralateral. Portanto, a
injecdo de um estimulo &lgico como a formalina na pata traseira de ratos
conscientes induz alteracBes cardiovasculares semelhantes aquelas evocadas
por estimulacdo do nervo ciatico em ratos anestesiados. Além disso, a reducao
das respostas cardiovasculares a formalina induzidas pela lesdo do Pab5
contralateral foram similares aquelas relacionadas ao reflexo somatosensorial.

Este paralelismo constitui forte argumento de que o reflexo somatosensorial
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evocado por estimulacéo do nervo ciatico € dependente da estimulacéo das fibras
nociceptivas aferentes primarias contidas no nervo. Uma vez que além de
estimular fibras C, a formalina excita também fibras Ap e Ad durante a fase | e
fiboras Ad durante a fase Il do teste (Mccall et al., 1996; Puig e Sorkin, 1996) .
Entdo, o conjunto dos resultados obtidos até o0 momento permite sugerir que 0
reflexo somatosensorial € mediado através de aferentes espinobulbares que
transitam na medula espinhal contralateral e que o Pa5 é uma regido critica para
a integracdo do reflexo somatosensorial. Por outro lado, este ultimo conjunto de
resultados também aponta para uma participacdo significativa do Pa5 no
delineamento das proprias respostas comportamentais evocadas por estimulos

algicos aplicados a pata posterior do rato.

5.5. Participacédo do nucleo paratrigeminal no processamento da informacéo
nociceptiva proveniente da pata posterior

Estudos neuroanatémicos e imunohistoquimicos sugerem que 0 nucleo
paratrigeminal participa do processamento nociceptivo, uma vez que este nucleo
recebe aferéncias provenientes dos nervos trigémio, vago e glossofaringeo
(Hamilton e Norgren, 1984; Altschuler et al., 1989), aléem de aferéncias espinhais
(Panneton e Burton, 1985). Além disso, a aplicacdo de estimulos quimicos
nocivos em diferentes areas corporais induz a expressdo de c-fos no nucleo
paratrigeminal, indicando que tais estimulos ativam neurbénios desta estrutura.
Entdo, a expressao deste proto-oncogene no nucleo paratrigeminal é aumentada
pela estimulacdo elétrica do nervo hipoglosso (Bereiter et al., 2000) ou pela
exposicdo da lingua a capsaicina, nicotina, histamina, acetilcolina ou piperina

(Carstens et al., 1995), a mucosa faringeal a capsaicina ou nicotina (Boucher et
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al., 2003), o musculo masseter ao 6leo de mostarda (Hathaway et al., 1995; Ro et
al., 2003), a glandula salivar parétida ao adjuvante completo de Freund (Ogawa et
al., 2003), o trato alimentar superior ou labios a formalina (Ma et al., 2005). Este
fendbmeno ndo é restrito a estimulagdo nociceptiva orofacial, uma vez que a
infusdo de ciclofosfamida na vesicula biliar, um modelo experimental de dor
visceral, também aumenta a expressao de c-fos no nucleo paratrigeminal (Bon et
al., 1997, 1998). Nestes estudos, as mudancas observadas foram bilaterais,
embora a marcacdo de c-fos apds a injecdo unilateral de 6leo de mostarda no
musculo masseter foi limitada ao nucleo paratrigeminal ipsilateral (Ro et al.,
2003).

Apesar de alguma discrepancia com os estudos acima, o presente trabalho
implica o nucleo paratrigeminal no processamento da informacdo nociceptiva
proveniente da estimulacdo nociva da pata contralateral, mas n&o ipsilateral.
Deste modo, a lesdo do nudcleo paratrigeminal ndo altera a responsividade a
estimulacdo térmica radiante, mas aumenta a sensibilidade (i.e. reduz o limiar
mecanico) a estimulacdo mecanica em ambos os testes, von Frey e Randall-
Selitto, e diminui 0 comportamento nociceptivo evocado pela injecdo de formalina
ou capsaicina na pata contralateral, mas nao ipsilateral.

Embora o nucleo paratrigeminal ndo seja o principal alvo de aferéncias
espinhais, este nucleo tem um papel importante na regulacdo do componente
cardiovascular do reflexo somatosensorial, cuja via ascendente cursa através do
lado oposto da medula espinhal e é modulado diferencialmente dependendo da
intensidade do estimulo nocivo aplicado (Koepp et al.,, 2005; Caous et al.,
submetido). Além disso, 0 aumento do tono simpatico também altera a percepgéo

dolorosa através do recrutamento da via descendente de dor (Millan, 2002).
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Outras estruturas supraespinhais, tais como a area ventromedial rostral do bulbo
(RVM), o nucleo reticular dorsal (DRt) e 0 nucleo do trato solitario também podem
modular diferentemente a transmissdo nociceptiva espinhal. Neste sentido,
estimulos de baixa intensidade aplicados no RVM, desencadeia uma influéncia
excitatéria sobre a capacidade de resposta nociceptiva espinhal, enquanto que
estimulos de alta intensidade causam um efeito oposto (Zhuo e Gebhart, 1990,
1997; Urban e Gebhart, 1997; para revisdo ver Fields e Basbaum, 1999). Por
outro lado, o DRt medeia o controle inibitério nocivo difuso (DNIC; diffuse noxious
inhibitory control), no qual a estimulacéo periférica de uma &rea particular ativa o
DRt para exercer uma inibicdo heterosegmental das aferéncias nociceptivas
provenientes de outras regides do corpo (Lima e Almeida, 2002). O NTS,
considerado a interface homeostasica entre o sistema sensorial e o autbnomo,
exerce acdes antinociceptivas (Aicher e Randich, 1990), mas também exibe
acOes pronociceptivas quando aferentes vagais sdo estimulados por citocinas
durante infeccao sistémica (Wiertelak et al., 1997).

Neste contexto, a contribuicdo mais significante do presente trabalho é
prover evidéncias de que o nucleo paratrigeminal pode modular diferentemente a
resposta nociceptiva comportamental, dependendo da natureza do estimulo
nocivo aplicado em uma Unica regido do corpo, a pata traseira de ratos. Este tipo
de influéncia, dependente da natureza do estimulo nocivo, nunca foi demonstrado
para qualguer outra area cerebral pertencente ao sistema supraespinhal de
controle da dor. Desta forma, o nucleo paratrigeminal difere do NTS, o qual esta
envolvido na inducdo de hiperalgesia térmica da cauda induzida pela injecdo
sistémica de LPS (uma endotoxina bacteriana), mas ndo aquela induzida pela

injecdo de formalina na pata (Wiertelak et al., 1997). Difere também do DRt, o
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qual facilita a resposta nociceptiva a estimulacéo térmica (teste da placa quente e
de retirada da cauda) ou quimica (formalina intraplantar) nociva (Almeida et al.,
1996, 1999).

Diferentemente do observado para o DRt, a influéncia inibitéria ou
excitatéria do nucleo paratrigeminal sobre a resposta nociceptiva pode depender
das caracteristicas tonica (formalina) versus fasica (mecéanico) do estimulo nocivo,
da diversidade de fibras aferentes primarias ativadas por cada tipo de estimulo,
e/ou das vias ascendentes centrais envolvidas no processamento dos sinais
nociceptivos no cérebro (Para revisdo ver, Julius e Basbaum, 2001). E importante
salientar novamente que o nucleo paratrigeminal, diferentemente do DRt, participa
do controle autondmico e do mecanismo baroreflexo (Lindsey et al., 1997; Yu e
Lindsey, 2003), bem como dos mecanismos cardiovasculares reflexos a
estimulacdo nociva da pata com formalina (Resultados apresentados na presente
tese).

Como projecOes eferentes diretas do nucleo paratrigeminal para a medula
espinhal ainda ndo tenham sido demonstradas, o papel modulatério deste nucleo
sobre o comportamento ou a sensibilidade nociceptiva parece ser mediado
através de conexfes neuronais para outras estruturas relacionadas ao
processamento da informacao nociceptiva e o controle cardiovascular. Tais alvos
eferentes incluem, o NTS, LRt, Amb, e o VPM (Saxon e Hopkins, 1998; Buck et
al., 2001; Caous et al, 2001). Todavia, serdo necessarios estudos adicionais para
caracterizar a contribuicdo do NTS e destas outras areas cerebrais sobre a

influéncia modulatéria do nucleo paratrigeminal.
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5.6. Participacédo do nucleo paratrigeminal no processamento da informacéao
nociceptiva proveniente da regido orofacial

Por fim, examinamos se a participacdo do nucleo no processamento da
informacao nociceptiva proveniente da regido orofacial seria semelhante aquela
verificada com relacdo aos experimentos envolvendo a pata posterior do rato. De
fato, evidéncias anatbmicas e imunohistoquimicas acumuladas até o momento,
apontam o Pa5 como uma importante estrutura no processamento da informacgéo
nociceptiva orofacial (Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Bereiter et al.,
2000; Boucher et al., 2003; Ogawa et al., 2003; Ro et al., 2003).

A lesdo do nucleo paratrigeminal ndo afetou a reatividade a estimulacéao
térmica (calor) da face, mas diminui o limiar nociceptivo a estimulacdo mecanica e
potencializou substancialmente a segunda fase (15-30 min) da resposta evocada
pela formalina. Estes resultados sugerem que o nucleo paratrigeminal ndo esta
implicado no processamento da informacdo nociceptiva térmica, mas parece
exercer uma influéncia inibitéria sobre o processamento da informacao
nociceptiva mecéanica ou quimica. Este efeito inibitério foi observado tanto em
animais que receberam estimulos no lado esquerdo (contralateral a lesdo do
nacleo paratrigeminal), quanto no lado direito da face (ipsilateral a lesédo do nucleo
paratrigeminal). Além disso, a influéncia inibitéria do nucleo paratrigeminal no
processamento da informacdo nociceptiva quimica proveniente da face, difere
daquele observado quando a formalina foi aplicada na pata. Este fato pode ser
decorrente de projecOes diretas de aferentes trigeminais para 0 nucleo
paratrigeminal ipsilateral e contralateral (Altschuler et al., 1989) bem como das
caracteristicas compartilhadas entre o nucleo paratrigeminal e a lamina | do

subnucleo caudal do ndcleo trigeminal espinhal (Sp5c), tais como a intensa
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marcacao para a fosfatase acida resistente ao fluor (Altschuler et al., 1989) e para
isolectina B4 (Sugimoto et al., 1997), marcadores de fibras C ndo peptidérgicas.
Além disso, além de aferéncias trigeminais, a regiao do nucleo paratrigeminal e a
lamina | do Sp5c recebem aferéncias viscerais e somaticas da cabeca e do
pescoco supridos pelos nervos cervicais superiores, vagais e glossofaringeos
(Jacquin et al., 1983; Altschuler et al., 1989; Panneton, 1991). Entdo, embora o
ndcleo paratrigeminal envie projecdoes eferentes principalmente para estruturas
associadas com o controle de funcbes autondmicas, as evidéncias de que o
nacleo emite projecdes para a porcao dorsal do Pa5 contralateral, para a lamina |
do Sp5c (Saxon e Hopkins, 1998), bem como para a regidao de transicdo do
subnucleo caudal e interpolar do nucleo trigeminal (Sp5i/Sp5c-vi), sugerem que 0
nacleo paratrigeminal serve como um relé intratrigeminal para a integracao
autonbmica somatica da nocicepc¢ao trigeminal ou ainda como uma estrutura

importante no recrutamento da via descendente de controle da dor.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os achados do presente trabalho, em conjunto com os dados da literatura,
permitem hipotetizar acerca das possiveis vias e mediadores envolvidos nas
alteracdes cardiovasculares induzidas pela estimulacdo de fibras aferentes
nociceptivas. Neste sentido, vias neuronais excitatorias e inibitérias,
provavelmente polisinpticas e provenientes do campo de inervacdo do nervo
cidtico, alcancariam o nuacleo paratrigeminal através da medula espinhal. O
componente inibitério, sensivel ao bloqueio por capsaicina, envolveria
principalmente o nucleo paratrigeminal ipsilateral, enquanto o componente

excitatorio, insensivel a capsaicina envolveria o nucleo contralateral. Os
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receptores para as cininas estariam localizados em vias neuronais excitatérias
resistentes a capsaicina, enquanto os mecanismos regulatorios operados por
receptores opioides seriam parte da via inibitoria sensivel a capsaicina. Entdo, a
estimulacdo aferente nociceptiva acarretaria liberacdo de bradicinina e de
opidides. A bradicinina atuaria em receptores B, pds-sinapticos. Ja os opidides
presentes em fibras aferentes sensiveis a capsaicina poderiam modular a
excitabilidade de neurbnios paratrigeminais através de duas vias: Primeiro,
através da ativacdo de receptores delta opidides pré-sinapticos e consequente
inibicdo da liberacdo de bradicinina. Segundo através de uma acao inibitoria via
receptores mu e kappa opioides sobre neurbnios inibitorios (gabaérgicos ou de
outra natureza). Em conjunto, estes mecanismos ativariam neurénios presentes
no RVL e/ou NTS os quais poderiam entdo recrutar neurdnios simpaticos
preganglionares presentes na coluna de células intermédio lateral. Como
resultado deste circuito teriamos aumento da PA e da FC.

Em paralelo a este circuito, o ndcleo paratrigeminal parece desempenhar
um papel tanto pro- como antinociceptivo dependendo da modalidade e do local
do estimulo nociceptivo (Figura 28). Este efeito antagdnico talvez decorra do
componente cardiovascular envolvido em cada modalidade de estimulo aplicado.
Assim, um estimulo nocivo tdénico (formalina), cujo componente cardiovascular é
extremamente importante, ao ser aplicado na pata posterior de ratos causaria a
ativacdo de neurbnios do nucleo paratrigeminal contralateral ao estimulo. O
nacleo paratrigeminal, por sua vez poderia exercer uma influéncia inibitoria sobre
estruturas centrais conhecidamente antinociceptivas, tais como o PB, VPM, LRt e
NTS, acarretando em inibigcdo do recrutamento do controle descendente de dor e

consequentemente uma acgdo pronociceptiva. Uma outra hipdtese seria uma
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interacdo direta com varios elementos neuronais presentes no corno dorsal da
medula espinhal causando uma facilitacdo da via ascendente de dor. Estes
ajustes, em conjunto com a modulacdo da resposta cardiovascular reflexa a
estimulacdo nociceptiva quimica da pata posterior acarretaria em acao
pronociceptiva mediada pelo nacleo paratrigeminal (Figura 28A). Em contraste,
este mesmo estimulo quimico, formalina, quando aplicado na face, estaria
ativando diretamente grupos neuronais distintos no ndcleo paratrigeminal
ipsilateral e contralateral através de aferentes trigeminais. Esta ativacao direta,
poderia exercer uma influéncia excitatéria sobre as estruturas antinociceptivas
descritas acima, resultando em ativacdo do controle descendente de dor e
consequentemente uma acao antinociceptiva. Este mesmo mecanismo poderia
explicar a influéncia inibitoria do nucleo paratrigeminal sobre o processamento da
informacdo nociceptiva mecanica proveniente tanto da pata quanto da regiao
orofacial, uma vez que, um estimulo mecéanico, agudo, ndo envolveria um
aumento da presséao arterial sustentado e significante como € aquele decorrente

de um estimulo quimico, formalina (Figura 28 B).
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A - Pronocicepcéao

B - Antinocicepcao
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Figura 27 — Esquema ilustrativo dos possiveis mecanismos envolvidos na acao

pronociceptiva (A) e antinociceptiva (B) do nucleo paratrigeminal

(Pab).

Abreviacdes: PB, nacleo parabraquial; VPM, nucleo talamico ventroposteromedial,

NTS, nlcleo do trato solitario; LRt, nucleo reticular lateral.
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Em conjunto, este trabalho apresenta o nucleo paratrigeminal como um
novo membro do sistema de controle nociceptivo supraespinhal, capaz de exercer
influéncias excitatorias e inibitérias dependendo da natureza do estimulo nocivo e
ainda modular as respostas cardiovasculares reflexas a estimulagédo nociceptiva.
Em adicdo, nossos resultados talvez possam vir a contribuir ao desenvolvimento
de formas adequadas de tratamento da dor e da prevencdo da hiperreflexia
autonémica em pacientes paraplégicos. Nestes pacientes, um estimulo capaz de
ativar fibras nociceptivas, entre eles, distensdo da bexiga ou do colon, acarreta
em um surto hipertensivo acompanhado de bradicardia compensatoria
denominado hiperreflexia autonémica (para revisdo ver Godim et al., 2004) capaz

de levar a Obito pacientes paraplégicos ndo hospitalizados.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

v' A estimulacao elétrica do nervo ciatico em animais anestesiados induz um
aumento pronunciado da pressao arterial e um pequeno aumento na

frequéncia cardiaca.

v A estimulacdo quimica da pata de ratos conscientes com formalina,
acarreta alteracbes cardiovasculares qualitativamente similares aquelas

evocadas pela estimulacéo do nervo ciatico em ratos anestesiados.

v A resposta cardiovascular reflexa a estimulacdo nociceptiva (Reflexo
somatosensorial) parece ser mediada exclusivamente por fibras aferentes

primarias;

v' As fibras aferentes primarias sensiveis a capsaicina exercem influéncias
inibitdrias sobre a resposta pressora a estimulos nociceptivos de alta
intensidade, mas abole a resposta reflexa a estimulos de baixa

intensidade.

v' O reflexo somatosensorial depende da integridade da medula espinhal e do

nacleo paratrigeminal;
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v" No nucleo paratrigeminal, a modulacao do reflexo envolve a ativacdo de
receptores opidides e de receptores B, para bradicinina, mas nao de

receptores NK1, NK2 e NK3 para as taquicininas.

v' Os receptores B, parecem estar localizados em neurdnios paratrigeminais
poOs-sinapticos, enquanto que o0s receptores opioides, co-localizados com

receptores TRPV1, parecem estar presentes em neurbnios pré-sinapticos;

v O nlcleo paratrigeminal exerce um papel diferencial sobre o
processamento da informacdo nociceptiva quimica e mecanica, mas
parece ndo esta implicado no processamento da informacédo nociceptiva

térmica;
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