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O presente estudo avaliou as respostas nociceptivas evocadas por estimulos de
diferentes modalidades em ratos submetidos a constricdo do nervo infraorbital, um
modelo de dor neuropatica orofacial, bem como a participagdo das endotelinas e de
seus receptores. A constricdo do nervo infraorbital induziu hipernocicepcao térmica
(ao frio e ao calor) unilateral entre 2 e 12 dias, hipernocicepgao mecanica bilateral a
partir do 12° dia e potencializou a fase Il da resposta a formalina (1%) 12, 20 e 40
dias apods a cirurgia. A hipernocicepgao térmica foi resistente a indometacina e ao
celecoxibe, mas reduzida por dexametasona, anticonvulsivantes, cloridrato de
morfina ou de lidocaina. A hipernocicepgao mecéanica s6 foi modificada por estes
dois ultimos tratamentos. A inje¢do de ET-1 no labio superior de ratos ndo operados
induziu hipernocicep¢do mecanica e térmica. Nestes animais, receptores ETa € ETg
sd0 expressos no ganglio do trigémeo, e a expressdo dos mesmos estd aumentada
15 dias, mas nao 4 dias, apos a constricdo do nervo infraorbital. Em ganglios de
animais nao operados, receptores ETp foram identificados em fibras A e C (ndo
peptidérgicas, que expressam isolectina B4), enquanto que receptores ETg foram
detectados em fibras C e células da glia. Em ganglios de animais constritos, a
presenca destas fibras € menos evidente, de modo que a expressdo de ambos
receptores € menos nitida. No entanto, a expressao de receptores ETa em fibras A,
bem como de receptores ETg em células da glia permanece bastante clara. A
hipernocicepgao térmica foi reduzida por antagonistas de receptores ETa (atrasentan
e BQ-123), ETg (A-192621 e BQ-788), ou de ambos (bosentan). Em contraste, a
hipernocicep¢do a estimulos quimicos e mecanicos envolveu a ativagdo de
receptores ETa e ETg, respectivamente. Estes resultados sugerem que as
endotelinas sdo importantes mediadores da hipernocicepgao orofacial e que
receptores ETa e ETg podem constituir alvos terapéuticos potencialmente relevantes
para o controle da dor neuropatica trigeminal.

Palavras-chave: [neuralgia do trigémeo], [endotelinas], [dor], [hipernocicepgao].
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Resumo

Este estudo avaliou as respostas nociceptivas evocadas por estimulos de
diferentes modalidades em ratos submetidos a constricdo do nervo infraorbital,
um modelo de dor neuropatica orofacial, bem como a participacdo das
endotelinas e de seus receptores. A constricdo do nervo infraorbital induziu
hipernocicepcao térmica (ao frio e ao calor) unilateral entre 2 e 12 dias,
hipernocicepgao mecanica bilateral a partir do 12° dia e potencializou a fase |l
da resposta a formalina (1%) 12, 20 e 40 dias apés a cirurgia. A desnervagéo
neonatal com capsaicina aboliu a hipernocicepcao ao frio e ao calor por 6 € 8
dias, respectivamente, e reduziu em 60% a fase Il da resposta a formalina. A
hipernocicepgao térmica foi resistente ao tratamento com AINEs (indometacina,
4 mg/kg e celecoxibe, 10 mg/kg), mas reduzida pelo tratamento com
dexametasona (0,5 mg/kg), anticonvulsivantes (carbamazepina, oxcarbazepina
e gabapentina, 3 a 30 mg/kg), cloridrato de morfina (2,5 mg/kg) ou de lidocaina
(10 mg/kg). A hipernocicepcdo mecéanica s6 foi modificada por estes dois
ultimos tratamentos. A injecdo de ET-1 (10 pmol) no labio superior de ratos n&o
operados induziu hipernocicep¢ao mecanica e térmica. Nestes animais,
receptores ETp e ETg sdo expressos no ganglio do trigémeo, e a expressao
dos mesmos é aumentada 15 dias, mas nao 4 dias, apos a constrigao do nervo
infraorbital. Em ganglios de animais ndo operados, receptores ETa foram
identificados em fibras A e C, enquanto que receptores ETg foram detectados
em fibras C e células da glia. Em ganglios de animais constritos, a presenca
destas fibras € menos evidente, de modo que a expressao de ambos
receptores € menos nitida. No entanto, a expressao de receptores ETa em
fibras A, bem como de receptores ETg em células da glia permanece bastante
clara. A hipernocicepgao térmica foi reduzida por antagonistas de receptores
ETa (atrasentan, 10 mg/kg; BQ-123, 3 a 30 nmol), ETg (A-192621, 20 mg/kg;
BQ-788, 3 a 30 nmol), ou de ambos (bosentan, 10 mg/kg). Em contraste, a
hipernocicepgdo a estimulos quimicos e mecanicos envolveu a ativacdo de
receptores ETa e ETg, respectivamente. Estes resultados sugerem que as
endotelinas sdo importantes mediadores da hipernocicepgao orofacial e que
receptores ETp e ETg podem constituir alvos terapéuticos potencialmente

relevantes para o controle da dor neuropatica trigeminal.
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Abstract
The present study evaluate orofacial nociceptive responsiveness evoked by
various stimulus modalities in rats submitted to infraorbital nerve constriction, as
well as the participation of the endothelin system. Chronic constriction of the
infraorbital nerve induced unilateral thermal hypernociception to cold and heat,
starting 2 days after surgery and lasting up to 12 days, as well as sustained
bilateral mechanical hypernociception starting 12 days after constriction and
potentiation of 1% formalin-induced phase Il nociception on days 12, 20 and 40.
Neonatal denervation with capsaicin abolished thermal hypernociception to cold
and heat over the first 6 and 8 days, respectively, and reduced formalin-induced
phase Il nociception by 60%. Thermal hypernociception to cold or heat was
resistant to the NSAIDs indomethacin (4 mg/kg) or celecoxib (10 mg/kg), but
was significantly reduced by dexamethasone (0.5 mg/kg), the anticonvulsants
carbamazepine, oxcarbazepine and gabapentin (3 to 30 mg/kg). Both thermal
and mechanical hypernociception were significantly attenuated by morphine or
lidocaine hydrochloride (2.5 mg/kg and 10 mg/kg, respectively). ET-1 (10 pmol)
injected into the upper lip of naive rats induced mechanical and thermal
orofacial hypernociception. Endothelin ETa and ETg receptors were expressed
in the trigeminal ganglia of naive rats, and chronic constriction of the infraorbital
nerve increased the expression of both receptors at 15 (but not at 4) days after
the surgery. In naive rats, ETa receptors were identified on C- and A-fibers,
while ETg receptors were detected on satellite glial cells and non-peptidergic C-
fibers. Immunoreactive non-peptidergic C fibers were less evident in the
trigeminal ganglia of constricted rats, so that expression of ETao and ETg
receptors on these neurons was less marked. However, ETa receptors on A-
fibers and ETg receptors on glial cells were clearly evident.Thermal
hypernociception was reduced by the blockade of ETa endothelin receptors
(atrasentan, 10 mg/kg or BQ-123, 3 to 30 nmol), ETg endothelin receptors (A-
192621, 20 mg/kg or BQ-788, 3 a 30 nmol), or both (bosentan, 10 mg/kg).
However, hypernociception to formalin and to mechanical stimulation was
reduced solely by blockade of ETa and ETg receptors, respectively. Collectively,
the results of the current study suggest that endothelins are important mediators
of orofacial hypernociception in this model and that ETa and ETg receptors

represent promising therapeutic targets for the control of trigeminal neuropathy.



1. Introducgdo



1.1 O sistema sensorial trigeminal

A neuralgia do trigémeo, embora represente uma condi¢do pouco
prevalente na populagcao, € a forma mais comum de dor neuropatica cranio-
facial e considerada a causa da dor mais severa que uma pessoa pode
experimentar.

O nervo trigémeo, como o proprio nome indica, € composto de trés
grandes ramos, oftalmico, maxilar e mandibular, os quais, juntamente com suas
inumeras ramificacdes, fornecem a inervagao somato-sensorial da cabeca e da
face. O ramo oftalmico inerva testa, palpebra, cérnea, conjuntiva, mucosas
sinusais do frontal, etmdide e esfendide e dorso do nariz; o ramo maxilar inerva
o labio superior, porcdes laterais do nariz, parte da cavidade oral, mucosa da
cavidade nasal, maxilar superior, palato e arcada dental superior; o ramo
mandibular inerva labio inferior, bochechas, queixo, arcada dental inferior,
gengiva, mucosa do maxilar inferior, assoalho da boca e os dois tergos
anteriores da lingua. Enquanto que os dois primeiros ramos sao puramente
sensoriais, juntamente com o terceiro ramo trafegam axdnios motores
responsaveis pela inervagdo dos musculos mastigatorios (Brodal, 1981;
Usunoff et al., 1997; Voogd et al., 1998).

As fibras aferentes primarias do nervo trigémeo apresentam terminacdes
nervosas periféricas livres, ou podem estar associados a estruturas sensoriais
especializadas que detectam estimulos tacteis indcuos ou estimulos
proprioceptivos. De acordo com sua modalidade sensorial, e ainda com seu
diametro e velocidade de conducao, estas fibras foram classificadas em: Aq,
AB, Ad e C. As fibras Aa e AB, que representam proprioceptores e receptores

mecanicos de baixo limiar, sdo altamente mielinizadas, mais calibrosas (6-22



pm), tém a maior velocidade de condugao (40-120 m/s) e sdo especialmente
numerosas na superficie da pele e mucosas. As fibras A, possuem diametro e
velocidade de condugédo intermediarios (1-5 ym e 4-30 m/s, respectivamente),
enquanto que as fibras C, as unicas ndo mielinizadas, apresentam os menores
didmetro e velocidade de conducéo (0,3-1,5 um e 0,5-2 m/s, respectivamente).
Estes dois ultimos grupos representam receptores térmicos e nociceptores, isto
e, fibras que séo ativadas por estimulos nocivos (Burgess e Perl, 1973; Dubner
e Bennett, 1983; Lawson, 1992).

Em mamiferos, a proporgéo entre fibras ndo mielinizadas e mielinizadas
€ bem menor nos ramos do nervo trigémeo do que a observada nos nervos
espinhais. Outra diferenga diz respeito a inervagao simpatica, que também é
menos abundante nos aferentes do trigémeo em relacdo aos aferentes
espinhais (Matthews e Robinson, 1980; Marfurt et al., 1986; Hoffmann e
Matthews, 1990; para revisao ver Sessle, 2000).

Os corpos celulares da grande maioria dos neurdnios sensoriais
trigeminais estdo localizados no géanglio do trigémeo, também denominado
ganglio semilunar ou ganglio de Gasser (Marfurt, 1981). Em humanos, o
ganglio trigeminal esta localizado na superficie cerebral do osso temporal,
lateralmente a ponte e a artéria carétida interna. As projecbdes centrais dos
neurdnios trigeminais adentram o tronco cerebral, ao nivel da ponte, e
terminam nos nucleos do complexo sensorial do trigémeo, os quais também
recebem aferentes provenientes dos nervos facial, vago, glossofaringeo e
cervical superior. Esta convergéncia de proje¢gdes de nervos cranianos e
cervicais para o mesmo sitio € outra caracteristica que distingue o sistema

sensorial trigeminal do espinhal (para revisdo ver Sessle, 2000).



O complexo de nucleos sensoriais do trigémeo pode ser dividido em
nucleo sensorial principal e nucleo do trato espinhal (Sp5). Este ultimo
compreende trés diferentes subnucleos: oral (Sp50), interpolar (Sp5l) e caudal
(Sp5C) (para revisao ver Sessle 2000).

O subnucleo caudal, que se localiza no bulbo e pode se estender até as
vértebras espinhais C2 e C3, é o principal sitio de processamento da
informagéo nociceptiva proveniente da regiao orofacial. A grande maioria das
fiboras C e Ad projetam-se para as laminas |, Il, V e VI deste subnucleo,
enquanto que as fibras AP projetam-se pricipalmente para as laminas Il a VI,
assim como para estruturas mais rostrais do complexo sensorial trigeminal. Em
adicao, o Sp5C apresenta a maior concentragdo de mediadores quimicos (i.e.
glutamato, substancia P) e de receptores envolvidos na transmissao da
informacao nociceptiva, bem como de mediadores implicados na modulagao
destas informacdes (i.e. 5-HT, encefalina, GABA) em comparagdo com o0s
outros subnucleos. Devido a sua continuidade e semelhanca estrutural com o
corno dorsal da medula espinhal, o subnucleo caudal também é denominado
corno dorsal bulbar (Sessle, 1987; Gobel et al., 1981; para revisao ver Sessle,
2005).

Em uma posicdo mais rostral, e distante de 3 a 4 mm do subnucleo
caudal, esta localizado o subnucleo oral, o qual também esta implicado na
transmissao nociceptiva. Uma das principais diferencas entre estes dois
subnucleos esta relacionada a substancia gelatinosa, presente no subnucelo
caudal, porém ausente no subnucleo oral. A substancia gelatinosa compreende
um grupo de interneurbnios envolvidos na inibicdo da passagem de

informagdes nociceptivas aferentes, e ainda recebe grande parte das



terminacdes centrais dos aferentes nao mielinizados (fibras C). A despeito da
auséncia de substancia gelatinosa no subnucleo oral, este também transmite
informacdes provenientes de fibras C, as quais sao enviadas a partir do
subnucleo caudal, por meio de interneurdnios (para revisao ver Woda, 2003).

Ao nivel do tronco cerebral, a informagao nociceptiva pode ainda ser
modulada pela ativagao de diversas estruturas centrais, incluindo nucleo maior
da rafe, substancia cinzenta periaquedutal, area pré-tectal anterior e area
parabraquial (Chiang et al., 1991; para revisao ver Sessle, 2000).

Embora o complexo de nucleos sensoriais do trigémeo represente o
principal destino dos aferentes trigeminais, uma pequena proporgéo deles se
dirige para outras estruturas do tronco cerebral, que incluem a formacgéao
reticular, e os nucleos do trato solitario e supratrigeminal (para revisdo ver
Darian-Smith, 1966, Sessle, 1996).

Os neurbnios aferentes primarios fazem sinapse com os neurbnios
trigeminais de segunda ordem nos nucleos sensoriais do tronco cerebral, que
em seguida, conduzem as informagdes nociceptivas para diferentes nucleos do
talamo (Dostrovsky, 2000). Esses neurbnios de segunda ordem sao
classificados em: a) nociceptivos especificos, b) de amplo espectro dinamico e
c) receptores mecanicos de baixo limiar. Os primeiros sao ativados
exclusivamente por estimulos nocivos, ao contrario dos ultimos, que
respondem somente a estimulacdo tactil indcua. Por outro lado, os neurdnios
de amplo espectro dindmico sao ativados por estimulos dentro de uma ampla
faixa de intensidades, desde in6écuos até nocivos (para revisdo ver Sessle,

2005).



Os nucleos talamicos sdo somatotopicamente organizados. As
informacdes tacteis provenientes da face e da boca dirigem-se para a porgao
medial do talamo ventrobasal (nucleo ventro-pdstero-medial). Esta regido
também contém neurdnios nociceptivos que se projetam para areas do cortex
somato-sensorial relacionadas a discriminagao e localizagdo dos estimulos
nociceptivos. Por outro lado, neurdnios nociceptivos de nucleos mais mediais
do tadlamo conectam-se com o hipotalamo, coértex cingulado anterior, e outras
regides corticais, implicadas nos aspectos afetivo-motivacionais da dor (para
revisao ver Sessle, 2005).

Tanto ao nivel do talamo, como do coértex somato-sensorial, a
informacgédo nociceptiva também esta sujeita a modulagdo, no entanto é no
tronco cerebral que as informacdes ascendentes sofrem a maior parte das

influéncias inibitérias ou facilitatérias (para revisao ver Sessle, 2005).

1.2 Neuralgia do trigémeo

A lesao ou disfuncdo de estruturas centrais ou periféricas do sistema
nervoso pode resultar em dor neuropatica, a qual se caracteriza por dor
espontanea, provocada por estimulos normalmente in6cuos (alodinia) ou por
uma sensibilidade exacerbada a estimulos nocivos ou nao nocivos
(hiperalgesia). O termo hipernocicepgao refere-se a sensibilizagdo dos
nociceptores, isto €, a diminuicdo do seu limiar de ativacdo, e tem sido
empregado para designar alodinia ou hiperalgesia em animais de
experimentacao (Cunha et al., 2004).

A forma mais comum de dor neuropatica cranio-facial é a neuralgia do

trigémeo, cuja incidéncia anual esta estimada em 4,3 habitantes a cada



100.000 (Yoshimasu et al., 1972; Katusic et al., 1990, 1991). A dor decorrente
da neuralgia do trigémeo é descrita como lancinante, paroxistica, na forma de
choque elétrico ou queimacgao e limitada a area inervada por um ou mais ramos
do nervo trigémeo. Em cerca de 60% dos casos ha o envolvimento de apenas
um ramo, maxilar ou mandibular, enquanto que em aproximadamente 35% dos
casos ambos estdo envolvidos. Por outro lado, o envolvimento da divisao
oftalmica é raro, sendo observado em menos de 3% dos pacientes.

Os episoddios de dor normalmente sdo desencadeados por estimulacao
de areas especificas (trigger points ou zonas de gatilho), geralmente
localizadas no territorio inervado pelo trigémeo. Os estimulos desencadeadores
dos ataques de dor incluem o leve toque da face, escovacdo dos dentes,
ativagcdo dos musculos mastigatorios e faciais, como por exemplo, durante a
fala e a alimentagdo, entre outros. Cada episddio de dor € seguido por um
periodo refratario que pode durar alguns segundos até varios minutos. Quando
os episddios de dor tornam-se muito freqlentes, os pacientes ficam
incapacitados de realizar suas atividades diarias, e evitam até mesmo
alimentar-se e comunicar-se temendo desencadear uma nova crise (para
revisao ver Turp e Gobetti, 1996, Delzell e Grelle, 1999).

A etiologia da neuralgia trigeminal e os mecanismos subjacentes a esta
condi¢ao ainda sao pouco entendidos. A teoria mais aceita sobre a causa da
neuralgia trigeminal refere-se a compressao vascular das raizes nervosas do
trigémeo na altura da ponte. Esta compressdao normalmente resulta em
desmielinizagdo das fibras nervosas, as quais passam a disparar
ectopicamente (Jannetta et al., 1967, 1980; Kerr, 1967). No entanto, esta

alteracao estrutural ndo é observada em todos os pacientes que sofrem desta



condicdo, e também s&o detectadas em pacientes que nao apresentam a
neuralgia do trigémeo (Adams, 1989).

A neuralgia do trigémeo classica, também denominada idiopatica ou
essencial, deve ser diferenciada da neuralgia secundaria. Esta ultima é uma
forma rara de neuralgia causada por lesdes intracranianas, que podem ser
causadas por tumores ou malformacdes arteriais, mas também esta
relacionada a esclerose multipla (afetando de 2 a 4 % dos pacientes). Nesta
condicao a dor perde o carater paroxistico, podendo ser continua ou na forma
de ataques prolongados (para revisao ver Turp e Gobetti, 1996).

Em 1991, Vos e Maciewicz desenvolveram um modelo animal para o
estudo da neuralgia do trigémeo que consiste na constricdo do nervo
infraorbital de ratos. Este nervo é predominantemente sensorial e corresponde
a quase toda divisao maxilar do trigémeo (Greene, 1955). O nervo infraorbital é
formado por 18 a 25 feixes nervosos, os quais contém aproximadamente
20.000 fibras mielinizadas (60%) e 13.000 fibras n&o mielinizadas (40%)
(Jacquin et al., 1984).

Estudos posteriores demonstraram que ratos submetidos a constricao do
nervo infraorbital desenvolvem hipernocicepcdo a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos (Vos et al., 1994; Imamura et al., 1997; Anderson et al.,
2003). No entanto, os mecanismos que contribuem para o surgimento destas
alteracbes sensoriais neuropaticas ainda sdo pouco entendidos e provém,
principalmente, de estudos que empregaram modelos de dor por lesdo de
nervos espinhais (Wiesenfeld-Hallin e Xu, 1996; Woolf et al., 1995; Lekan et al.,
1996). Além disso, devido as evidéncias de que a lesao de nervos espinhais ou

trigeminais induzem alteracbes anatémicas e fisioldgicas diferentes, faz-se



necessario avaliar se a dor neuropatica que se desenvolve nestes dois
sistemas compartilha os mesmos mecanismos. Dentre as diferencas que ja
foram demonstradas esta o “brotamento” de fibras nervosas simpaticas ao
redor dos ganglios, que parece ocorrer somente apos lesdo de nervos
espinhais, e o registro da atividade espontanea, significantemente menor em
ramos do nervo trigémeo lesados (Tal e Devor, 1992; Bongenhielm et al., 1999;

Benoliel et al., 2001; Grelik et al., 2005).

1.3 Mecanismos envolvidos no desenvolvimento das dores
neuropaticas

Como mencionado anteriormente, as dores neuropaticas resultam da
lesdo ou disfungdo do sistema nervoso e incluem sintomas como dor
espontanea e alodinia e/ou hiperalgesia (ou hipernocicepgdo) a estimulos
mecanicos e/ou térmicos. Embora sua etiologia seja bastante variada, incluindo
trauma, desordens metabdlicas e vasculares, infeccdes virais ou bacterianas,
entre outros fatores, o denominador comum destas patologias é o dano neural,
0 qual é seguido por algumas alteragées que também parecem ser comuns a
diversos tipos de dor neuropatica (Devor, 2006).

No sistema nervoso periférico, as principais consequéncias da lesao de
nervos sao alteragcdes na excitabilidade e no fendtipo das fibras aferentes
primarias. Estes fenbmenos vao contribuir para as alteracbes que ocorrem no
SNC, que incluem: excitabilidade aumentada, inibicAdo diminuida e
reestruturagdo organizacional das células (para revisao ver Dickenson et al.,

2002; Woolf, 2004). A seguir, encontra-se uma descricdo mais detalhada



destes mecanismos e de sua possivel contribuicdo para o desenvolvimento da
dor neuropatica.

Neurdnios sensoriais lesionados, ou fibras préximas a eles, podem
desenvolver alteragdes na sua excitabilidade suficientes para gerar potenciais
de acao ectopicos (Chen e Devor, 1998; Liu et al., 2002). Estes podem resultar
da desmielinizacdo e/ou do aumento da expressdo de canais de soédio e
diminuicdo da expressao de canais de potassio (Waxman et al., 1999). Dentre
os inumeros tipos de canais de sddio dependentes de voltagem expressos no
SNC e periférico, dois sao de particular interesse, os sensiveis e os resistentes
a tetrodotoxina. Os primeiros sao expressos preferencialmente por fibras de
médio a grande didametro, enquanto que os Ultimos sao encontrados
principalmente em fibras C, e ambos tém sua expressao alterada apds a lesao
de nervos ou a axotomia (Quashoff et al., 1995; Akopian et al., 1996; Cummins
e Waxman, 1997). Ambos canais parecem ser 0s principais responsaveis pela
geragcao dos disparos ectopicos, que contribuem para a dor esponténea e
sensibilizagdo de neurbnios periféricos e do sistema nervoso central (para
revisao ver Woolf, 2004).

Por outro lado, alguns autores sugerem que a desmielinizagao, seja por
compressao crénica ou esclerose multipla, € a principal responsavel pela
geragao de disparos ectdpicos em neurbnios do trigémeo (Calvin et al., 1977;
Truini et al., 2005). Segundo estes autores, a atividade ectdpica nas fibras Ap,
que se conectam com neurdnios de amplo espectro dindmico no nucleo do
trato espinhal, induziria uma ativacdo em alta frequéncia destes neurénios, os
quais transmitiriam as informagdes geradas nos receptores mecanicos de baixo

limiar como informagdes nociceptivas. Este seria um dos mecanismos que
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contribui para o desenvolvimento de alodinia mecanica, um dos sintomas mais
comumente observados em pacientes com neuralgia do trigémeo (Calvin et al.,
1977; Truini et al., 2005).

Outro mecanismo que parece contribuir para o desenvolvimento da
alodinia mecanica esta relacionado a reorganizacao dos circuitos neurais. Apos
a lesdo de nervos espinhais, ha perda de neurdnios, principalmente do tipo C.
Fibras AB, que normalmente terminam na lamina Ill do corno dorsal, passam
entdo a “brotar” para laminas mais superficiais da medula, ocupando os
espacgos anteriormente ocupados pelas fibras C. Desta forma, sdo formadas
novas sinapses entre fibras AR e neurbnios de segunda ordem, que
normalmente respondem a estimulos nocivos (Woolf et al., 1995; Lekan et al.,
1996; Tandrup et al.,, 2000). Entretanto, ainda nao foi objetivamente
demonstrado que alteragdes similares ocorram no sistema sensorial trigeminal.

As alteracdes fenotipicas dos neurdnios sensoriais lesionados nao se
limitam aos canais idnicos diretamente envolvidos na transmissao dos impulsos
nervosos. Diversas outras proteinas tém sua expressdo modificada apds a
lesdo de um nervo, o que pode tanto contribuir para a sensibilizagao periférica
e central, como para o efeito analgésico de algumas substancias (para revisao
ver Woolf, 2004). Um dos receptores que tem seu padrédo de expressao
alterado apods lesdo de nervos, e que contribui para o desenvolvimento da dor
neuropatica, € o TRPV1 (receptor de potencial transitorio vanildide-1; Breese et
al., 2005; Hong e Wiley, 2005; Biggs et al., 2006). Este receptor € um canal de
cations nao seletivo, expresso por neurdnios sensoriais de pequeno diametro,
que pertence a familia de receptores TRP (para revisdo ver Clapham et al.,

2003).



11

Dentre os ativadores conhecidos do TRPV1 estdo a capsaicina,
ingrediente pungente da pimenta vermelha, o calor (>43°C), prétons, alguns
endocanabindides e produtos da lipoxigenase (Caterina et al., 1997; Zygmunt
et al.,, 1999; Smart et al., 2000; Hwang et al., 2000). Este receptor também
pode ser sensibilizado por mediadores liberados durante a resposta
inflamatdria, que ativam a via de sinalizacido da fosfolipase C, tais como a
bradicinina e o fator de crescimento neural (NGF) (Chuang et al., 2001).

Devido as suas caracteristicas de ativacdo e sensibilizagcdo, o TRPV1
tem sido considerado um integrador molecular dos estimulos nocivos nas
terminacgdes periféricas dos neurdnios sensoriais. Pelo fato de funcionar como
um sensor de calor nocivo, tem sido amplamente implicado como mediador da
hiperalgesia térmica, tanto em condi¢gdes de dor inflamatéria como neuropatica
(Walker et al., 2003; Jhaveri et al., 2005). Agonistas dos receptores TRPV1,
como capsaicina e resiniferotoxina, tém sido utilizados como ferramentas
farmacoldgicas para o estudo da contribuicdo das vias sensiveis a capsaicina
para o desenvolvimento de respostas nociceptivas. A administracdo de altas
doses destes agonistas, em animais neonatos ou adultos, leva a destrui¢cao dos
neurdnios de pequeno a médio didmetro que expressam receptores TRPV1,
através do influxo macigo de ions célcio para o interior destas células (Holzer,
1991; Hiura, 2000).

Evidéncias adicionais para a participagdo dos canais TRP como
sensores térmicos surgiram recentemente com a clonagem de dois canais
ibnicos que parecem mediar a detecgao do frio (Mckemy et al., 2002; Story et
al.,, 2003). O primeiro suposto receptor de frio clonado foi inicialmente

denominado CMR1 (cold menthol receptor 1), devido a sua ativagcdo em
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resposta a aplicagao de mentol (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). Este
receptor, atualmente denominado TRPMS8 (receptor de potencial transitorio
melastatina 8), &€ expresso por aproximadamente 20% dos neurénios do DRG e
35% dos neurbnios do ganglio do trigémeo de ratos, e possui limiar de ativagao
em torno de 25°C (Peier et al., 2002; Kobayashi et al., 2005). Um ano mais
tarde foi identificado outro receptor TRP ativado por temperaturas menores que
17°C, o que se aproxima do limiar de frio nocivo para humanos (15°C, Davis e
Pope, 2002). Inicialmente denominado de ANKTM1, este receptor atualmente &
chamado de TRPA1 (receptor de potencial transitério anquirina 1; Story et al.,
2003).

Além de diferirem quanto ao limiar de ativagdao, TRPA1 e TRPM8 nao
apresentam nenhuma similaridade estrutural. Enquanto o primeiro é ativado por
compostos pungentes, como cinamaldeido e isotiocianato de alila, presentes
nos 6leos de canela e mostarda, respectivamente, o segundo é ativado por
mentol, eucaliptol e compostos relacionados (Bandell et al., 2004; Behrendt et
al.,, 2004). No entanto, a despeito da pronunciada diferenga estrutural, um
composto refrescante sintético, denominado icilina, constitui um ativador
comum de ambos receptores (Story et al., 2003).

Apesar dos achados iniciais quanto a localizacao precisa dos receptores
para frio serem discrepantes, estudos recentes confirmam que receptores
TRPA1 sdo expressos juntamente com receptores TRPV1 em
aproximadamente 40% das fibras sensoriais de pequeno didmetro do DRG de
ratos, enquanto que receptores TRPM8 sao expressos por uma sub-populacéo

diferente de fibras C e por um grupo de fibras mielinizadas do tipo Ad (Story et
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al., 2003; Kobayashi et al., 2005). Nao ha relatos de fibras C que co-expressem
TRPA1 e TRPMS.

Estudos recentes indicam que os receptores TRPA1 medeiam a
hiperalgesia ao frio, enquanto que os receptores TRPM8 sao sensores do frio
nao nocivo e da sensacao de refrescancia, evocada por substancias como o
mentol. Em modelos animais, a inflamacdo ou a lesdo de nervos leva ao
aumento da expressdo dos receptores TRPV1 e TRPA1, mas nao de
receptores TRPMS8, e a hiperalgesia ao frio e ao calor observadas em tais
condicbes sao controladas, respectivamente, através do bloqueio
farmacoldgico destes receptores ou da supressao dos genes do TRPA1 e do
TRPV1 (Karai et al., 2004; Obata et al., 2004, 2005; Breese et al., 2005; Jhaveri
et al., 2005).

Em modelos de dor inflamatéria tém sido amplamente demonstrado que
determinados mediadores, como citocinas e prostaglandinas (PGs), liberados
apés a lesdo do tecido, sdao capazes de sensibilizar os nociceptores
contribuindo para o desenvolvimento da hiperalgesia (Cunha et al., 1992; Dray,
1995; Woolf e Doubell, 1994). Existem evidéncias de que estes mediadores
também sao liberados apdés a lesao de nervos periféricos, o que poderia
resultar na sensibilizagao destas fibras e contribuir para o desenvolvimento da
hiperalgesia em condigdes de dor neuropatica (Watkins et al., 1995; De Leo et
al., 1997).

As prostaglandinas (PGs) sao sintetizadas a partir do metabolismo do
acido araquidénico por uma das isoformas da enzima cicloxigenase (COX).
Geralmente, a isoforma COX-1 é constitutiva, enquanto que a COX-2 é

induzida em resposta a diversos estimulos, inclusive inflamatérios (para reviséo
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ver Samad et al., 2002). Embora as PGs tenham papel fundamental na dor de
origem inflamatdria, sua importancia na dor neuropatica ainda € questionavel.
Estudos demonstram que a lesdo de nervos periféricos induz aumento nos
niveis espinhais de PGE,, na expressao de receptores EP1, bem como das
enzimas COX-1 e COX-2 (Zhu e Eisenach, 2003; Hefferan et al., 2003; Ma e
Eisenach, 2002; Durrenberger et al., 2006). Em adi¢ao, antiinflamatérios néo
esteroidais (AINEs), cujo efeito analgésico € atribuido principalmente a inibigdo
da sintese de PGs, reduzem a hipernocicep¢ao a diversos estimulos em
modelos de dor neuropatica (Syriatowicz et al., 1999; Zhao et al., 2000; Ma e
Eisenach, 2002;Takahashi et al., 2005). Contudo, em estudos clinicos o
tratamento com AINES ndo parece ser efetivo no controle dos sintomas das
dores neuropaticas (Max et al., 1988; Weber et al., 1993).

A lesdo de nervos também induz o recrutamento e o acumulo de células
inflamatdrias no sitio da lesdo. Em adigao, a degranulagado dos mastdcitos ou a
deplecdo de neutréfilos ou macréfagos € capaz de reduzir a hiperalgesia
induzida pela lesao de nervos periféricos (Clatworthy et al., 1995; Perkins e
Tracey, 2000). Dentre os inumeros mediadores que sao liberados por essas
células, citocinas proé-inflamatérias, especialmente fator de necrose tumoral
(TNF)a, interleucina (IL) -1B e IL-6, estdo sendo consideradas um elo entre a
ativacdo ou o recrutamento das células imunes para o sitio da lesdo e o
desenvolvimento da hiperalgesia em condi¢bes de dor neuropatica (para
revisdo ver Moalem e Tracey, 2005).

Outra importante fonte de citocinas e PGs, cuja participagdo no
desenvolvimento das dores neuropaticas tem ficado cada vez mais evidente, é

a glia. As células da glia envolvem e dao suporte aos neurdnios do SNC, onde
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sdo de 10 a 50 vezes mais numerosas. No sistema nervoso periférico séo
representadas pelas células de Schwann, enquanto que no SNC séo
classificadas em astrocitos, oligodendrécitos e microglia (para revisdo ver
Hanani, 2005). A microglia representa de 5 a 10% das células da glia, as quais
atuam como macréfagos do SNC. Quando ativadas, por estimulos como
trauma, isquemia ou inflamacao, passam a expressar o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) e atuam como células apresentadoras de antigeno,
além de liberarem citocinas, PGs e outros mediadores proé-inflamatorios (Piehl
e Lidman, 2001). Os astrécitos, que sao as células mais numerosas do SNC e
estdo em intimo contato com os neurdnios, sao responsaveis pela manutencao
da homeostasia do microambiente, através da regulagdo da concentragao
extracelular de ions e neurotransmissores e do pH extracelular (para revisdo
ver Hanani, 2005).

Estudos recentes sugerem que a microglia contribui para o
desenvolvimento da dor neuropatica, enquanto que os astrécitos sao mais
importantes para a manutengdo desta condigdo (Colburn et al., 1999;
Raghavendra et al., 2003). Varias evidéncias corroboram esta hipotese. A
lesdo de nervos periféricos leva a ativacdo da microglia, e esta precede a
ativacdo dos astrécitos (Colburn et al., 1997, 1999; Tanga et al., 2004). Em
adicdo, apds o estabelecimento da dor neuropatica, o nivel de ativacdo dos
astrécitos, mas ndo da microglia, apresenta correlagdo com a intensidade das
respostas nociceptivas em diversos modelos de dor neuropatica (Colburn et al.,
1997; Coyle, 1998; Raghavendra et al., 2003a, b). Contudo, ainda resta
determinar quais estimulos levam a ativagao destas células na medula

espinhal, apds a lesdo de nervos periféricos, bem como as parcelas de
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contribuicdo dos mediadores liberados por estas células para a dor
neuropatica, visto que muitos deles também sao liberados por neurdnios (para
revisdo ver McMahon et al., 2005).

No sistema nervoso periférico, as células da glia sao divididas em trés
tipos: células satélites, presentes nos ganglios sensoriais, e células de
Schwann mielinizantes e ndo mielinizantes. Enquanto que cada célula de
Schwann mielinizante envolve uma fibra AR ou Ad aumentando sua velocidade
de conducgao, células de Schwann ndo mielinizantes envolvem varias fibras do
tipo C. A proximidade que existe entre estes dois ultimos tipos de células
explica porque eventos que ocorrem em células de Schwann sdo capazes de
modificar a excitabilidade dos nociceptores (para revisdo ver Jessen et al.,
2004). As células de Schwann ndo mielinizantes, bem como as células
satélites, assemelham-se em inumeros aspectos aos astrécitos, inclusive no
fato de que estes trés tipos celulares contém proteina fibrilar acidica, um
neurofilamento do citoesqueleto que facilita sua identificagdo (para revisao ver
Hanani et al., 2005). O envolvimento das células da glia periféricas na dor
neuropatica parece estar relacionado, principalmente, a sua capacidade de
liberar mediadores pro-hiperalgeésicos, tais como TNFa, IL-1B3, IL-6 e PGEy,
quando ativadas (para revis&o ver Moalem e Tracey, 2005).

A demonstragdo desta caracteristica das células periféricas da glia tem
contribuido para a elucidagdo de um dos mecanismos propostos para a
iniciacdo da dor neuropatica. Em 1850, Augustus Waller descreveu pela
primeira vez o processo de degeneragcdo dos axdénios apods a secgdo de um
nervo. Atualmente sabe-se que este processo, denominado degeneracéo

Walleriana, ocorre apos qualquer tipo de les&o de nervo onde a integridade do
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axoplasma seja rompida, e que ele se correlaciona com o desenvolvimento da
dor neuropatica. A degeneracdo Walleriana envolve a destruicdo dos axdnios e
das células de Schwann, as quais passam a fagocitar os detritos de mielina. No
entanto, sdo os macrofagos atraidos para o local da lesdo que dominam o
processo de fagocitose, e este processo parece ser mediado por citocinas proé-
inflamatdrias, especialmente TNFa, as quais sio liberadas por células de
Schwann ativadas (Lisak et al., 1997; Shamash et al., 2002; para reviséo ver
Myers et al., 2006).

Outra consequéncia da degeneragdo neuronal esta relacionada ao
suprimento de fatores neurotréficos. Apos a lesao de nervos periféricos, células
de Schwann em processo de degeneragao Walleriana, passam a sintetizar
fatores neurotroficos, como os fatores de crescimento neural (NGF) e derivado
de células da glia (GDNF), os quais normalmente s&o produzidos e fornecidos
pelos tecidos-alvo. Estes, por sua vez, continuam a fornecer fatores
neutrotroficos para as fibras, que agora estdo em menor numero em virtude do
processo de degeneracdo. Em adicdo, células inflamatorias que foram
recrutadas para o sitio da lesdo também s&o fonte destes fatores, e quando
ativadas passam a libera-los. O resultado destes eventos é o suprimento
aumentado de fatores neurotréficos para as fibras remanescentes, os quais
podem tanto contribuir como tentar impedir o desenvolvimento da dor
neuropatica (para reviséo ver McMahon et al., 2005).

O NGF pode atuar nos dois sentidos. Por um lado, contribui para a
regeneragao de neurbnios lesionados. Por outro, causa sensibilizacdo dos
nociceptores, de maneira direta, por interagir com receptores trkA, e indireta,

pela ativagao de células pro-inflamatorias (Horigome et al., 1993; McMahon et
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al.,, 1995; Woolf et al., 1996). Em contraste, o GDNF (fator neurotréfico
derivado da glia) ndo causa hiperalgesia e ainda é capaz de reduzir alguns dos
sintomas relacionados a dor neuropatica. Além disso, o tratamento com GDNF
€ capaz de reverter alteragcdes na expressao de proteinas induzidas pela lesdo
de nervos (e.g. canais de sodio), as quais contribuem para a dor neuropatica
(Boucher et al., 2000).

Varios dos processos descritos acima, como por exemplo, disparos
ectopicos, sensibilizacado das fibras aferentes primarias e ativagao de células
da glia, vao contribuir para a sensibilizagado central, que consiste na redugao
dos limiares de ativacdo dos neurbénios do corno dorsal da medula espinhal.
Este processo € mediado pelo glutamato, principal neurotransmissor excitatorio
do sistema nervoso central, e parece resultar principalmente da sua interacao
com receptores do tipo NMDA (Dickenson et al., 1997; Doubell et al., 1999).
Existem inumeras evidéncias de que o bloqueio destes receptores é capaz de
reduzir a hipernocicepcao associada a dor neuropatica, tanto em modelos
experimentais como na clinica (Christoph et al., 2006; para revisao ver
Parsons, 2001; Chizh e Headley, 2005). Em adi¢do, Substancia P e
Neurocinina A, que sao liberadas juntamente com o glutamato, também
contribuem para a sensibilizagcdo central, pois a ativagcao dos seus receptores,
NK; e NK; respectivamente, levam a fosforilagdo de receptores NMDA,
aumentando sua atividade (Randic et al., 1990; Lao et al., 2003).

Uma consequéncia adicional da lesdo de nervos, que contribui para o
desenvolvimento da dor neuropatica, € a reducdo das influéncias inibitorias
enddégenas sobre a transmissao das informagdes nociceptivas. A maior parte

dos interneurénios inibitérios presentes no corno dorsal da medula espinhal
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contém GABA (acido y-amino butirico) ou glicina. Tem sido demonstrado que a
lesdo de nervos periféricos induz a apoptose seletiva de interneurdnios
gabaérgicos, resultando na reducdo da sintese de GABA, com consequente
perda do ténus inibitério na transmisséo das informagdes nociceptivas (Baba et
al., 2003). Ainda neste sentido, outro mecanismo que contribui para a dor
neuropatica é a reducido da eficacia do sistema opidide na medula espinhal,
que parece ser resultado tanto do aumento da expressao de mediadores
considerados “anti-opidides” como, colecistocinina e dinorfina, bem como na
reducao dos receptores opidides presentes nas terminacgdes de fibras aferentes
primarias (Zhang et al., 1998; Vanderah et al., 2000).

Em adicdo aos mecanismos periféricos e espinhais que contribuem para
a dor neuropatica, evidéncias recentes tém indicado a contribuicdo de
influéncias supra-espinhais neste processo (Narita et al., 2003). Como
mencionado anteriormente, o sistema espinhal de transmisséo das informacdes
nociceptivas sofre influéncias inibitérias e facilitatérias de estruturas supra-
espinhais, em especial o bulbo ventro-medial rostral. Contudo, apesar de
alguns estudos apontarem que a lesdo de nervos periféricos modifica estas
interagbes (Pertovaara et al., 1996; Vanderah et al., 2001), a contribuigdo de
estruturas supra-espinhais para o desenvolvimento da dor neuropatica ainda

precisa ser esclarecida.

1.4 Controle farmacolégico das dores neuropaticas
As dores neuropaticas geralmente sdo de dificil controle e tratamento.
Atualmente, anticonvulsivantes e antidepressivos ainda representam as classes

de farmacos mais utilizadas no tratamento das dores neuropaticas. No entanto,
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elas proporcionam o alivio dos sintomas em menos de 50% dos pacientes, e
estdo associadas a inumeras reacdes adversas que limitam o seu uso (Sindrup
e Jensen, 1999). Além disso, apesar do seu carater cronico e muitas vezes
inflamatorio, as dores neuropaticas envolvem mecanismos especificos e,
portanto, sao resistentes ou pouco sensiveis aos AINES e aos opidides,
farmacos de escolha para o tratamento de dores inflamatérias e crénicas,
respectivamente.

O efeito analgésico dos anticonvulsivantes foi descrito pela primeira vez
em 1942, a partir da observacao de que a fenitoina era capaz de reduzir a dor
em pacientes com neuralgia do trigémeo (Bergouignan, 1942). Vinte anos mais
tarde, Blom (1962) demonstrou que o anticonvulsivante carbamazepina
também era efetivo no tratamento da neuralgia do trigémeo, o que foi
confirmado por inumeros estudos clinicos (Rockliff e Davis, 1966; Sweet,
1986). Atualmente, a carbamazepina € o uUnico tratamento aprovado pela
agéncia norte americana FDA (Food and Drug Administration) para a neuralgia
do trigémeo.

A carbamazepina é eficaz em reduzir os sintomas associados a
neuralgia do trigémeo em 60 a 80% dos pacientes, e por esta razdo, é utilizada
no diagndstico diferencial entre esta e outras formas de dor orofacial (Campbell
et al., 1966; Rockliff e Davis, 1966). No entanto, o uso prolongado de
carbamazepina esta associado com reagdes adversas que incluem sonoléncia,
sedacédo, desconforto gastro-intestinal e hepatotoxicidade, e com recorréncia
dos sintomas em até 50% dos pacientes (para revisao ver Delzell e Grelle,
1999). Por estas razdes, tem-se avaliado a eficacia de outros farmacos para o

tratamento da neuralgia do trigémeo. Dentre os anticonvulsivantes, estudos
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clinicos ou em modelos animais indicam que lamotrigina, oxcarbazepina,
gabapentina, entre outros, apresentam eficacia variada no tratamento da
neuralgia do trigémeo (Lunardi et al., 1997; Christensen et al., 2001; Gilron et
al, 2001; Cheshire et al., 2002; Carrazana e Mikoshiba, 2003). Os principais
mecanismos pelos quais esses anticonvulsivantes causam seu efeito
analgésico nas dores neuropaticas sao: bloqueio de canais de sddio e/ou
célcio, aumento da neurotransmissdao gabaérgica e redugdo da
neurotransmissao glutamatérgica (para revisao ver Séderpalm, 2002).

O efeito analgésico da carbamazepina, fenitoina, lamotrigina e
oxcarbazepina parece ser decorrente do bloqueio da geragdo de potenciais de
acao em alta freqiéncia, o mesmo mecanismo envolvido no seu efeito anti-
epiléptico. Os alvos para acdo destes anticonvulsivantes na dor neuropatica
sdo os canais de sodio, cuja expressao e distribuicdo alteradas geram a hiper-
excitabilidade das fibras lesionadas (para revisdo ver Rogawski e Ldscher,
2004). Tem sido demonstrado, por exemplo, que concentragbes plasmaticas
efetivas de carbamazepina no controle da neuralgia do trigémeo em humanos,
inibbem a geracdo de disparos ectdopicos em modelos experimentais de
neuroma (Burchiel, 1988).

A gabapentina foi desenvolvida como um analogo do GABA, no entanto
estudos demonstram que ela nao interage com nenhum dos receptores
gabaérgicos, nem com os transportadores de alta afinidade para o GABA
(Taylor et al., 1998; Marais et al., 2001). Atualmente, considera-se que o efeito
analgésico da gabapentina decorre da sua agédo sobre subunidades o, de
canais de calcio, as quais tém sua expressdo aumentada no DRG e na medula

espinhal, apds a lesdo de nervos, e esta associada ao desenvolvimento da
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alodinia mecéanica. A gabapentina liga-se com alta afinidade as subunidades
a2, resultando no bloqueio de canais de calcio e na redugdao da
neurotransmissao excitatoria no sistema nervoso central (Luo et al., 2002;
Cheng e Chiou, 2006). Outros anticonvulsivantes como topiramato, valproato
de sodio e pimozida, ja foram avaliados para o tratamento da neuralgia do
trigémeo, porém nenhum deles apresentou efetividade comparavel a da
carbamazepina (para revisao ver Delzell e Grelle, 1999).

A despeito das evidéncias de que antidepressivos triciclicos sédo efetivos
no tratamento de algumas formas de dor neuropatica, estudos que avaliam sua
efetividade na neuralgia do trigémeo sdo escassos e contraditorios. Em um
estudo envolvendo um pequeno grupo de pacientes, o tratamento com
clomipramina, mas ndo com imipramina, durante trés meses resultou no alivio
dos sintomas da neuralgia do trigémeo (Carasso et al., 1979). No entanto, no
modelo de constricdo do nervo infraorbital de ratos, ambas foram ineficazes em
reduzir a alodinia mecanica (ldanpaan-Heikkila e Guilbaud, 1999). O efeito
analgésico dos antidepressivos triciclicos € atribuido, principalmente, a inibigdo
da recaptacdo de serotonina e noradrenalina. O aumento nos niveis destas
aminas nas fendas sinapticas do SNC reforgaria a influéncia inibitéria dos
sistemas serotonérgicos e noradrenérgicos sobre a transmissdo da dor,
contribuindo para o restabelecimento do equilibrio entre as influéncias
excitatorias e inibitorias nas dores neuropaticas (para reviséo ver Sindrup et al.,
2005).

Ainda com relag&o a ativagdo de mecanismos centrais de analgesia, foi
demonstrado que agonistas de receptores 5-HT4a ou 5HT4gp reduzem

significativamente a alodinia mecanica no modelo de constricdo do nervo
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infraorbital, mas ndo no modelo de ligacao do nervo ciatico (Kayser et al., 2002;
Deseure et al., 2002). Agonistas de receptores 5HT+g/1p, cCOMO 0s triptanos, séo
eficazes na terapia da enxaqueca, a qual também envolve a ativagcado do
sistema sensorial trigeminal (Pauwels e John, 1999). Estes dados sugerem que
a ativacao de vias serotonérgicas pode representar um mecanismo inibitério
importante no controle da neuralgia do trigémeo.

Com relagao a eficacia analgésica dos opidides na dor neuropatica, os
resultados obtidos em modelos animais sdao bastante controversos e parecem
depender do modelo utilizado, da natureza do estimulo e da via de
administragcao do opidide. No entanto, em estudos clinicos parece haver um
consenso de que opidides sdo efetivos no tratamento das dores neuropaticas,
desde que sejam administrados em altas doses (para revisao ver Dickenson e
Suzuki, 2005). De maneira analoga, antagonistas de receptores de glutamato
do tipo NMDA também sao considerados eficazes na clinica, mas sua
indicacdo € limitada pelas reagdes adversas decorrentes do seu uso, tais
como, sedagao, alucinagdes e ataxia (para revisao ver Parsons, 2001). Embora
pacientes com neuralgia do trigémeo tratados com antagonistas de receptores
NMDA nao relatem melhora dos sintomas (Mathisen et al., 1995; Gilron et al.,
2000), a administragao combinada de um destes antagonistas com o anagésico
opidide morfina reduziu significativamente a hipernocicep¢gdo mecanica no
modelo de constricdo do nervo infraorbital (Christensen et al., 1999). A
potencializagdo do efeito analgésico da morfina por antagonistas de receptores
NMDA ja foi extensivamente demonstrada apés a lesdo de nervos periféricos, e
tem sido atribuida a somacao do efeito da morfina, de inibir a liberacdo de

glutamato na medula espinhal, com o efeito dos antagonistas, de bloquear os
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receptores NMDA (Ossipov et al., 1995; Nichols et al., 1997; Christensen et al.,
1998; Kauppila et al., 1998).

A administracao sistémica de lidocaina (anestésico local e agente anti-
arritmico) para o tratamento da dor foi introduzido em 1961 por dois
anestesiologistas, que relataram que a infusdo endovenosa de lidocaina
causava alivio da dor pés-operatéria (Bartlett e Hutaserani, 1961). No entanto,
devido as suas agdes cardiovasculares e no SNC, o uso da lidocaina como
analgésico foi bastante restrito até a década de 80, quando foram
apresentadas as primeiras evidéncias do seu potencial terapéutico no
tratamento das dores neuropaticas (Boas et al., 1982). O interesse pelo uso da
lidocaina aumentou ainda mais na década de 90, por duas razdes. A primeira
foi a demonstracdo de que os disparos ectopicos dos nervos lesionados, os
quais poderiam ser suprimidos pela lidocaina, era um mecanismo importante
para o desenvolvimento da dor neuropatica. O segundo foi o desenvolvimento
de congéneres da lidocaina para uso por via oral, como a mexiletina, o que
possibilitaria uma terapia mais conveniente e prolongada com esta classe de
farmacos (para revisao ver Mao e Chen, 2000).

Em pacientes com neuralgia do trigémeo, a administracdo endovenosa
de lidocaina foi efetiva em 75% dos casos avaliados em um estudo clinico
(Nagaro et al., 1995). Em adigéo, a tocainida, um derivado da lidocaina que
pode ser administrado por via oral, reduziu os sintomas da neuralgia do
trigémeo em pacientes, na mesma proporgao que a carbamazepina (Lindstrom
e Lindblom, 1987). No entanto, outro estudo em um pequeno grupo de
pacientes com neuralgia do trigémeo tratados com mexiletina n&o evidenciaram

qualquer melhora dos sintomas durante os sete dias de tratamento (Pascual e
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Berciano, 1989). Além do uso sistémico, lidocaina e outros anestésicos locais,
como tetracaina e bupivacaina, sdo utilizados no tratamento da neuralgia do
trigémeo através da administragcdo direta no ganglio ou em ramos do nervo
trigémeo, a qual produz um bloqueio nervoso que abole os episddios de dor
nos pacientes por até oito meses (Stajcic et al., 1990; Goto et al., 1999).

Outra alternativa de tratamento, direcionada ao bloqueio periférico da
transmissao dolorosa, consiste na aplicagao topica de capsaicina na regiao
acometida pela dor. Estudos clinicos que avaliaram a efetividade deste
tratamento, em pacientes com neuralgia do trigémeo, reportaram remissao total
ou parcial dos sintomas em 60 a 80% dos casos (Fusco e Alessandri, 1992;
Epstein e Marcoe, 1994). As principais desvantagens deste tratamento sdo a
desisténcia, ocasionada pelo desconforto sentido principalmente nas primeiras
aplicagdes da capsaicina, e o reaparecimento dos sintomas, observado em até
60% dos casos (Epstein e Marcoe, 1994; para revisao ver Mason et al., 2004).

Apesar de terem sido propostas novas opcgoes terapéuticas para o
tratamento da neuralgia do trigémeo, estudos clinicos ou em modelos animais,
demonstraram que nenhuma delas apresenta eficacia analgésica superior a da
carbamazepina, a qual esta relacionada com tolerancia e inUmeras reacgoes
adversas. Novas modalidades de tratamento cirurgico da neuralgia do trigémeo
também tém sido propostas. No entanto, sdo indicadas apenas nos casos mais
graves ou naqueles resistentes a terapia medicamentosa, devido aos riscos
associados com o procedimento cirurgico e ao alto indice de reaparecimento
dos sintomas. Desta forma, estudos adicionais devem ser direcionados tanto

para a descoberta de novos alvos moleculares, quanto para a avaliacido da
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eficacia analgésica de compostos, que possam ser uteis no tratamento desta

condicéo.

1.5 Endotelinas na dor

As endotelinas sao peptideos que produzem efeitos variados em
multiplos tecidos e sistemas. A endotelina-1 (ET-1) € o representante mais
importante desta familia, que também inclui a ET-2 e a ET-3, sendo todas elas
constituidas por 21 aminoacidos. Embora as células endoteliais vasculares
sejam a principal fonte de ET-1, os genes que codificam os trés peptideos séo
expressos, em graus variados, por uma ampla variedade de células, incluindo
midcitos cardiacos, células musculares lisas vasculares, intestinais e tubulares
renais, gliais, pituitaria, macréfagos, mastdcitos, entre outras (para revisao ver
Kedzierski & Yanagisawa, 2001). Além das suas agdes vasculares, as
endotelinas exercem efeitos pleiotropicos em diversos tecidos dos tratos
respiratorio, gastrintestinal, urogenital, e no sistema nervoso central e
periférico.

A biossintese das diferentes isoformas de endotelina ocorre de maneira
semelhante, no entanto, o precursor de cada uma delas é codificado a partir de
um gene especifico. A sintese da ET-1 ocorre a partir de um polipeptideo com
aproximadamente 212 aminoacidos denominado pré-pro-endotelina-1, o qual é
clivado por convertases ou peptidases dando origem a big-endotelina-1, um
peptideo que pode conter de 37 a 41 aminoacidos, dependendo da espécie. O
segundo passo para a sintese da ET-1 é a clivagem da big-endotelina-1 por

endopetidases especificas, denominadas enzimas conversoras de endotelina
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(ECE), sendo conhecidas pelo menos duas isoformas (para revisao ver
Nussdorfer et al., 1999).

Em mamiferos, as acdes das endotelinas sdo mediadas através de dois
receptores especificos, denominados ETa € ETg, 0s quais pertencem a familia
de receptores acoplados a proteinas G. O receptor ETa apresenta uma maior
afinidade (70-100 vezes) pelas isoformas ET-1 e ET-2 do que pela ET-3,
enquanto que o receptor ETg exibe afinidade semelhante pelas trés isoformas
de endotelina (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990). Os receptores ETa € ETg
podem ainda ser discriminados pelo uso de agonistas ou antagonistas
seletivos. Assim, receptores ETa sao bloqueados seletivamente por
antagonistas peptidicos, como o BQ-123, ou nao peptidicos, como o
atrasentan. Por outro lado, os receptores ETg sao ativados seletivamente por
agonistas como a sarafotoxina Séc, a [Ala"*'""*] ET-1, o BQ-3020 e o IRL
1620, e seletivamente bloqueados por antagonistas peptidicos, como o BQ-
788, ou nao peptidicos, como o A-192621 (para revisao ver Masaki et al., 1994;
Sokolovsky, 1995; Webb & Meek, 1997).

A meia vida da ET-1 no plasma é de aproximadamente 1,5 min. Depois
da ligacdo da ET-1 aos seus receptores, a qual € considerada praticamente
irreversivel, ambos sao rapidamente internalizados. No entanto, apds a
internalizacao, os receptores ETo e ETg sédo alvos de diferentes sistemas
intracelulares. Enquanto que os receptores ETa séo reciclados e retornam a
superficie da membrana, os receptores ETg sdo encaminhados para os
lisossomos, onde sao degradados. O processo de reciclagem rapida dos
receptores ETa contribui, por exemplo, para sua capacidade de induzir

respostas contrateis de longa duragdo em vasos sanguineos, enquanto que a
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degradacao dos receptores ETg € importante para a funcdo de clearance
desempenhada por este receptor (Fukuroda et al., 1994; Bremnes et al., 2000).

Embora as endotelinas estejam relacionadas ao controle fisiolégico de
algumas fungdes, sua maior relevancia parece ser no desenvolvimento de
diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo aqueles que envolvem
hipertensdo, cancer, inflamagao e dor (para revisdo ver Remuzzi et al., 2002;
Herrmann et al., 2006; Liu et al., 2006).

A primeira evidéncia da participagdo das endotelinas na dor foi
apresentada por Ferreira e colaboradores (1989), um ano apds a sua
descoberta (Yanagisawa et al., 1988). Neste estudo, foi demonstrado que a
administragdo de ET-1 induzia contor¢ées abdominais em camundongos,
hiperalgesia mecéanica em ratos, incapacitagao articular em céaes, e sensagao
de prurido e hipernocicep¢cao mecanica no antebraco de humanos. Também
em humanos, Dahlof e colaboradores (1990) demonstraram que a infusao de
ET-1 na artéria braquial causava dor profunda e hipernocicepcdo mecanica no
antebraco.

Dois anos mais tarde, Raffa e colaboradores demonstraram que as trés
isoformas de endotelina, bem como a big-endotelina-1, causavam contorgdes
abdominais em camundongos, e que ao menos o efeito da ET-1 era bloqueado
pela administracdo sistémica, intratecal ou intracerebroventricular (i.c.v.) de
morfina (Raffa et al., 1991; Raffa et al., 1991).

Paralelamente a estes estudos, foram desenvolvidos alguns estudos
clinicos que tinham como objetivo investigar a existéncia de uma relagao entre
aumento dos niveis plasmaticos de ET-1 e dor em pacientes com angina,

cefaléia tensional ou enxaqueca, mas somente nesta ultima condicdo foi
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demonstrada uma correlagao (Stewart et al., 1991; Nakamura et al., 1993;
Gallai et al., 1994).

Assim como observado para outras substancias algicas, a injecao de
ET-1 na pata de camundongos induziu o0 comportamento de lambida da pata, o
qual é considerado um comportamento nociceptivo. Em adigédo, potencializou o
edema e a nocicepgao evocados por formalina (Piovezan et al., 1997; Piovezan
et al., 2000).

Com a clonagem dos receptores de endotelina (Arai et al., 1990; Sakurai
et al.,, 1990), sua participagcdo nas acgdes nociceptivas e hiperalgésicas
comegou a ser elucidada. Raffa e colaboradores (1996) demonstraram que
receptores ETa e ETg medeiam as contorgdes abdominais evocadas por ET-1
em camundongos. No entanto, a resposta nociceptiva e a hipernocicepgao
térmica decorrentes da injecdo de ET-1 na pata de camundongos envolveu
somente a ativagado de receptores ETx (Piovezan et al., 2000; Menéndez et al.,
2003).

Em 1994, foram produzidos os primeiros camundongos que nao
expressavam receptores ETg (Hosoda et al., 1994) e através desta ferramenta,
Griswold e colaboradores (1999) demonstraram a participacdo destes
receptores nas respostas nociceptivas induzidas por fenil-benzoquinona, um
modelo de dor inflamatdria visceral. Também em modelos de dor inflamatodria,
induzida por carragenina ou por CFA, demonstrou-se que receptores ETa € ETg
mediavam a hipernocicepcdo mecanica, enquanto que apenas receptores ETa
estavam envolvidos na hipernocicepgao térmica (Baamonde et al., 2004a). O
bloqueio de receptores ETp também foi capaz de reduzir a nocicepgao e a

hiperalgesia mecanica e térmica em modelos de dor associada ao cancer,
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induzido por inoculagao de células tumorais de prostata ou de fibrosarcoma em
camundongos (Wacnik et al.,, 2001; Peters et al., 2004; Baamonde et al.,
2004b; Yuyama et al., 2004).

Em ratos, a administracdo subcutédnea de ET-1 na pata também induziu
comportamentos nociceptivos, os quais coincidiram com a despolarizagdo de
fibras aferentes primarias, e foram mediados por receptores ETa (Gokin et al.,
2001). Adicionalmente, a aplicagdo de ET-1 na superficie do nervo ciatico
induziu respostas nociceptivas, que persistiram por 60 min, e que foram
bloqueadas por morfina ou por um antagonista seletivo de receptores ETa
(Davar et al., 1998).

Quando administrada na articulagédo de ratos, a ET-1 causou nocicepgao
e hiperalgesia mecanica através da ativagao de receptores ETa (de Melo et al.,
1998a). Por outro lado, os receptores ETg mediaram a nocicepgao articular
induzida por LPS em articulagdo sensibilizada previamente com carragenina,
bem como a hipernocicepg¢do mecanica induzida por injegao intraplantar de IL-
18 e IL-12 (de Melo et al., 1998b; Verri et al., 2004; Verri et al., 2005).

Apesar de todas as evidéncias da participagcdo das endotelinas e de
seus receptores em diferentes modelos de dor, até o momento, apenas trés
estudos avaliaram a sua contribuicdo para o desenvolvimento da dor
neuropatica. O primeiro (Jarvis et al., 2000) demonstrou que o bloqueio de
receptores ETa reduz a hipernocicepcdo mecanica associada a neuropatia
diabética. O segundo (Klass et al., 2005) mostrou a participagdo de receptores
ETa na hipernocicepcdo mecanica e térmica induzida por constricdo do nervo
ciatico de ratos, bem como o aumento da expressao destes receptores e da

ET-1 no local da lesdo. O terceiro (Berti-Mattera et al., 2006) demonstrou que
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tanto ratos diabéticos como aqueles que n&o expressavam receptores ETg
apresentavam hipernocicepgdo mecanica em relacdo aos grupos controles
correspondentes, e que ratos diabéticos apresentam redugdo na expressao de
receptores ETg no nervo ciatico, mas ndo no DRG.

Com relagdo aos mecanismos envolvidos nos efeitos nociceptivos da
ET-1, Zhou e colaboradores (2002) demonstraram que a ET-1 aumenta a
ativacao de canais de sodio resistentes a tetrodotoxina, através da ativacao de
receptores ETa. Pelo fato dos canais de sdédio com esta caracteristica serem
expressos exclusivamente em fibras sensoriais de pequeno didmetro (Amaya
et al., 2000), este resultado € consistente com a ativagao de nociceptores pela
ET-1 “in vivo”. Também através da ativagao de receptores ETa, a ET-1 causou
aumento na concentragao intracelular de calcio em neurbnios sensoriais o que,
possivelmente, contribui para suas agdes nociceptivas (Zhou et al., 2001). A
ET-1, através da ativagao de receptores ETg, induziu aumento dos niveis de
AMPc e ativacao de proteinas quinases C, e estes mecanismos parecem estar
envolvidos na hipernocicep¢ao mecanica induzida por este peptideo em ratos
(da Cunha et al., 2004). Em cultura de neurdnios do DRG de camundongos,
também foi demonstrada a participagdo de proteinas quinases C no efeito
potencializador da ET-1 sobre as correntes evocadas pela capsaicina
(Yamamoto et al., 2006). Por outro lado, altas doses de ET-1 parecem estar
relacionadas a efeitos anti-nociceptivos e anti-hiperalgésicos, em ratos e
camundongos, via ativacdo de receptores ETg (Piovezan et al., 2000;
Khodorova et al. 2002). O efeito modulatério resultante da ativagado de

receptores ETg sobre respostas nociceptivas € atribuido a um mecanismo
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dependente de opidides, o qual envolve a liberagao de B-endorfinas a partir de
queratinécitos (Khodorova et al., 2003).

No sistema sensorial trigeminal, 0 RNA mensageiro de receptores ETg
foi detectado em fibras sensoriais de camundongos, enquanto que no ganglio
do trigémeo foram identificados tanto receptores ETg como imunoreatividade
para endotelinas (Kitano et al., 1998; Brandli et al., 1996). Os niveis das
endotelinas no ganglio foram drasticamente reduzidos apds a desnervagao
sensorial com capsaicina, sugerindo que estes peptideos localizam-se
predominantemente em neurdnios sensoriais de pequeno didmetro (Milner et
al., 2000). Interessantemente, a estimulagao elétrica do ganglio do trigémeo ou
a administragdo endovenosa de capsaicina induziu inflamagao neurogénica na
dura-mater cefalica de ratos, a qual foi prevenida apenas pelo bloqueio de
receptores ETg. A inje¢cdo de capsaicina também causou elevagédo dos niveis
de ET-3, mas ndo de ET-1 no seio sagital superior, 0 que sugere que esta seja
a principal isoforma liberada pelas fibras aferentes do trigémeo (Brandli et al.,
1996).

Em contraste as agdes nociceptivas das endotelinas administradas
perifericamente, a inje¢ao intratecal de ET-1 ou i.c.v. de ET-1 ou ET-3 produziu
efeitos antinociceptivos em diversos modelos de dor em camundongos.
Enquanto que a antinocicepgao produzida pela ET-1 na medula espinhal
parece envolver a ativacdo de receptores opidides, visto que € bloqueada por
naloxona, no cérebro, os efeitos da ET-1 e da ET-3 ndo se mostraram
sensiveis a este tratamento (Kamei et al., 1993; Nikolov et al., 1993). Além
disso, camundongos com delegdo génica para a ET-1 neuronal apresentam

maior sensibilidade a estimulagdo mecanica e térmica, em modelos de dor
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inflamatdria e neuropatica. Ao menos na dor inflamatdria, o hipotalamo parece
ser o sitio de agao anti-nociceptiva da ET-1 (Hasue et al.,, 2005). Outra
estrutura cerebral que esta envolvida no efeito antinociceptivo da ET-1 é a
substancia cinzenta periaquedutal, onde a injecdo de antagonistas de
receptores ETa ou ETg bloqueia a supressao da dor induzida por este peptideo
(D’Amico et al., 1997).

O envolvimento das endotelinas na mediacdo de diversas acgdes
potencialmente importantes no contexto fisiopatolégico tem levado ao
desenvolvimento de drogas capazes de bloquear suas agdes, a fim de serem
testadas como novas modalidades de terapia. Alguns destes antagonistas tém
demonstrado resultados promissores em modelos experimentais de doenca
renal, hipertensao, insuficiéncia cardiaca e varios tipos de cancer. Em
humanos, eles vém sendo testados para o tratamento do cancer de prostata,
vasoespasmo cerebral, nefropatia diabética e insuficiéncia cardiaca. O
bosentan, um antagonista dual de receptores ETa € ETg ja foi aprovado nos
Estados Unidos, Europa e Brasil para o tratamento da hipertensdo arterial
pulmonar, o que aumenta substancialmente as chances de que outros
antagonistas tornem-se novas alternativas de tratamento em condi¢des
fisiopatolégicas onde for demonstrada uma participagdo relevante das
endotelinas. Na dor neuropatica, o envolvimento das endotelinas comecou a
ser investigado apenas recentemente (Jarvis et al., 2000; Klass et al., 2005;
Berti-Mattera et al., 2006), mas somente em modelos que envolvem a

estimulagao de nervos espinhais.



2. Objetivos
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2.1 Objetivo Geral
As dores neuropaticas, apesar de menos comuns, trazem danos maiores
aos pacientes, os quais ainda nao dispdem de uma terapéutica satisfatoria para o
seu controle. O sistema sensorial trigeminal, devido a sua organizagdo anatomo-
fisiolégica peculiar, parece ser mais propenso ao desenvolvimento de dor
neuropatica. Além disso, existem evidéncias de que os mecanismos envolvidos
nas dores neuropaticas de origem trigeminal e espinhal apresentam diferengas
significativas. Esta observagao pode ser importante para que se faga uso de uma
terapéutica diferenciada nos dois sistemas. Desta forma, utilizando um modelo de
dor neuropatica trigeminal, pretendemos aprofundar os conhecimentos acerca do
controle e dos mecanismos envolvidos, bem como avaliar a participacdo das

endotelinas no desenvolvimento desta patologia.

2.2. Objetivos Especificos

- Padronizar a cirurgia para constricdo do nervo infraobital, a fim de obter um
modelo de dor neuropatica relacionada ao nervo trigémeo e estabelecer os
parametros mais adequados de avaliacdo da reatividade dos animais a
estimulagdo quimica, térmica e mecanica aplicada a regiao orofacial;

- Avaliar o desenvolvimento e o decurso temporal da hipernocicepg¢ao a estimulos
mecanico, térmicos e quimicos em ratos submetidos a constricdo do nervo
infraorbital;

- Verificar a influéncia da deplecédo de fibras C, através do tratamento neonatal

dos animais com capsaicina, no desenvolvimento da hipernocicep¢ao térmica;
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- Avaliar possiveis receptores envolvidos na transdugao dos estimulos térmicos,
através do tratamento dos animais com alguns agonistas e antagonistas dos
mesmos;
- Caracterizar farmacologicamente este modelo, através do emprego de drogas
comumente utilizadas na clinica para o tratamento da neuralgia do trigémeo;
- Avaliar a habilidade da ET-1 exdgena em mimetizar os efeitos produzidos pela
constricdo do nervo infraorbital, i.e. causar hipernocicepcdo a estimulos
mecanicos e térmicos em animais ndo operados;
- Analisar possiveis alteragdées na expressao dos receptores ETa e ETg no ganglio
do trigémeo de ratos, induzidas pela constricdo do nervo infraorbital, através da
técnica de Western Blot;
- Determinar os tipos neuronais que expressam receptores ETa e ETg no ganglio
do trigémeo de ratos, através de imunohistoquimica.
- Investigar a participagdo de endotelinas na hipernocicep¢gao mecanica, térmica e
quimica induzida pela contricdo do nervo infraorbital, através do tratamento dos

animais com antagonistas duais ou seletivos dos receptores ETa e ETg;



3. Materiais e Métodos
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3.1 Materiais

3.1.1 Animais
Em todos os experimentos foram utilizados ratos Rattus norvegicus,
variedade Wistar, machos, pesando entre 180-250 g, provenientes do Biotério
do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Santa Catarina,
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 £ 2°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a ragao e agua antes dos
experimentos. No minimo 3 dias antes dos experimentos, os animais foram
transferidos do biotério para a sala de ambientagdo e agrupados em um
numero maximo de 5 animais por caixa. Os experimentos foram realizados em
sala silenciosa, mantendo o controle da temperatura e sempre durante a fase
clara do ciclo. Todos os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de

Santa Catarina.

3.1.2 Reagentes, drogas e solugdes

Foram empregados os seguintes reagentes, drogas e solugdes:
- Anticorpo monoclonal anti-proteina acidica fibrilar glial de camundongos
(GFAP, Chemicon Internacional Inc., California, USA);
- Anticorpo monoclonal anti-neurofilamento 200 de camundongos (NF200,
Chemicon Internacional Inc.,California, USA);
- Anticorpo anti-lgG de cabra conjugado a Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
Oregon, USA);
- Anticorpo anti-lgG de cabra conjugado a Alexa Fluor 594 (Molecular Probes,

Oregon , USA);
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- Anticorpo anti-isolectina 1B4 conjugado a Alexa Fluor 594 (Molecular Probes,
Oregon, USA);
- Anticorpo contra receptores ETa e ETg de endotelina (Alomone Labs.,
Jerusalém, Israel);
- A-192621 [2R-(2a, 3b, 4a)]-4-(1,3-benzodioxol-5il)-1-[2-(2, 6 dietilfenil) amino]-
2-oxoetil]-2-(4-propoxifenil)-3- acido pirrolidinacarboxilico], (Abbott Laboratories,
North Chicago, USA), antagonista nao peptidico seletivo de receptores ETg;
- Atrasentan (Abbott Laboratories, North Chicago, USA), antagonista nao
peptidico seletivo de receptores ETp;
- Bosentan (Actelion, Auschwill, Suiga), antagonista ndo peptidico dual de
receptores ETA/ETg;
- BQ-123 (ciclo [DTrp-DAsp-Pro-Dval-Leu]), (RBI, Natick, USA), antagonista
peptidico seletivo de receptores ETp;
- BQ-788 (N-cis-2,6-dimetilpiperidino-carbonil-L-y-metileucil-D-1-metoxicarbonil-
D-norleucina), (RBI, Natick, USA), antagonista peptidico seletivo de receptores
ETs;
- Capsaicina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
- Capsazepina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
- Carbamazepina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
- Carragenina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
- Celecoxibe (Celebra® ,Searle-Pfizer, Caguas, Porto Rico);
- Cloridrato de Cetamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda, SP,
Brasil);
- Cloridrato de lidocaina (Xylestesin®, Cristalia, SP, Brasil);

- Cloridrato de morfina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
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- Dexametasona (Decadronal®, Laboratérios Prodome, SP, Brasil);

- Endotelina-1 (Bachem, Natick, MA, USA);

- Gabapentina (Neurontin®, Pfizer, SP, Brasil);

- Icilina (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, Michigan, USA);

- Indometacina (Merck, Sharpe & Dohme Ltda);

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

- Oxcarbazepina (Trileptal®, Novartis Pharma AG, Basiléia, Suiga);

- Solugéo de formalina a 98% (Nuclear, Diadema, SP, Brasil);

- Solucg&o salina estéril 0,9% (Core Healthcare, Guijarat, india);

- Salina tamponada com fosfato em tabletes (phosphate-buffered saline — PBS,
Sigma, St. Louis, MO, USA);

- Xilazina (Dopaser®, Laboratérios Calier S.A., Barcelona, Espanha).

O Atrasentan e o A-192621 foram dissolvidos em PBS contendo 3% de
etanol e 100 yL de NaOH 0,1 N, para administragdo por via endovenosa,
enquanto que, para a administragdo oral, foram suspensos em 0,3% de
metilcelulose em salina. O veiculo do Bosentan foi agua para injecdo aquecida
a 50° C. Na preparagao da capsaicina foram utilizados 10% de Tween 80, 10%
de etanol e 80% de PBS. As solucdes estoque de capsazepina (10'2 M) e icilina
(2 mg/ml) foram preparadas em etanol absoluto e DMSO:PBS (1:5),
respectivamente. As diluigbes subsequentes destas drogas foram feitas em
PBS, sendo que a solucdo final do veiculo ndo induziu nenhum efeito
nociceptivo perceptivel “per se”. As solugdes estoque de ET—1(10'4 M), BQ-123
e BQ-788 (10'3 M) foram preparadas em PBS e mantidas a uma temperatura de

-20°C, sendo diluidas para as doses desejadas momentos antes dos
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experimentos, com o mesmo veiculo. A solugdo de formalina, assim como a
dexametasona, morfina, lidocaina, gabapentina e carragenina foram
preparadas em solugao salina estéril. A indometacina foi dissolvida em Tris (0,2
M, pH 8,2), enquanto que o celecoxibe foi administrado na forma de suspenséo
contendo 0,1% de carboximetilcelulose em PBS. O veiculo da carbamazepina
consistiu de 20% de DMSO, 1% de etanol, 1% de Tween 80 e 78% de solugéo

salina estéril.

3.2 Métodos

3.2.1 Constricao do nervo infraorbital

A constricdo do nervo infraorbital foi realizada com modificagdes ao
método proposto anteriormente por Vos et al. (1994). Os animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (50 e 10 mg/kg,
respectivamente, ip.) e foi realizada a assepsia da face com alcool iodado.
Apods o estabelecimento da anestesia, foi feita uma incisdo na pele, abaixo do
olho direito, cerca de 3 mm posterior a inser¢cao das vibrissas. Os musculos
elevador do labio superior e masseter superficial anterior foram afastados para
que a porcao rostral do nervo infraorbital fosse exposta, proximo a fissura
infraorbital. O nervo infraorbital foi dissecado dos tecidos adjacentes e, em
seguida, foram realizadas duas amarras frouxas, separadas aproximadamente
2 mm, com fio de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso. Os tecidos foram
suturados com o mesmo tipo de fio usado para a confecgdo das amarras. Os
animais do grupo falso-operado foram submetidos ao mesmo procedimento
cirargico, porém o feixe nervoso nao foi constrito, enquanto que os animais do

grupo intacto ndo foram submetidos a nenhum procedimento cirurgico. Ao
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término da cirurgia os animais foram tratados com antibiotico (oxitetraciclina, 60
mg/kg, i.m.) e mantidos em sala aquecida até sua completa recuperagcédo da

anestesia.

3.2.2 Testes comportamentais

Estimulagcao mecénica

Para a aplicacido dos estimulos mecanicos, os animais foram habituados
por pelos menos 2 horas nas caixas de observagdao. Em seguida, foi realizada
uma pré-selecao dos animais a qual consistiu na aplicacdo crescente de 10
filamentos de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, USA,
0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 10,0 g) na regiao inervada pelo
infraorbital, em ambos os lados da face. Cada filamento foi aplicado 3 vezes
consecutivas, em cada lado, com um intervalo de ~30 s entre cada aplicacao.
Considerou-se o limiar de resposta dos animais a estimulagdo mecanica o
filamento que evocou, por duas vezes, comportamentos como retirada rapida
da cabegca e reacbes de ataquel/escape. Apenas 0s animais que nao
apresentaram, na fase de pré-selegdao, estes comportamentos nociceptivos
com a aplicagdo de todos os filamentos foram incluidos nos experimentos
subsequentes, isto €, aqueles que possuiam um limiar de resposta a
estimulagdo mecanica superior a 10 g. Para analise do decurso temporal da
hipernocicepcdo mecanica os animais foram estimulados em intervalos de 3, 6
ou 10 dias ap6s a cirurgia. Em outros experimentos, entre 15 e 20 dias apés a
cirurgia, o limiar de resposta ao estimulo mecanico foi novamente determinado

(basal pbds-cirurgia), em seguida os animais receberam os diferentes
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tratamentos, e foram repetidamente estimulados em intervalos de 30 min ou 1

hora até no maximo 6 horas.

Estimulagao térmica por frio

Para a realizacdo deste teste os animais foram previamente habituados
nas caixas de observacao por aproximadamente 30 min, e em seguida um
spray de tetrafluoretano foi aplicado, por cerca de 1 s, na regido inervada pelo
nervo infraorbital (sobre a area de insergao das vibrissas). Imediatamente apds
a aplicacado, o tempo despendido pelos animais executando movimentos de
limpeza (i.e. grooming) facial bilateral foi registrado durante 2 minutos. Foram
incluidos nos experimentos apenas animais cujo tempo de grooming facial foi <
15 s, antes da realizagao da constricdo. Para avaliacdo do decurso temporal da
hipernocicepcédo ao frio a estimulacido foi realizada, em ambos os lados da
face, antes da cirurgia (basal pré-cirurgia) e em intervalos de 2 ou 4 dias,
enquanto que para avaliagao do efeito de diferentes tratamentos os animais
foram estimulados, apenas no lado ipsilateral, no 4° dia apds a cirurgia.
Adicionalmente, a temperatura da face foi medida em um grupo separado de
animais através do uso de um termdmetro de contato, antes, imediatamente
apos e 2 min apods a aplicagao do spray.

Em alguns experimentos, para fins comparativos, avaliou-se a influéncia
da injecdo de carragenina (50 ug/50 pl) ou veiculo (salina, 50 ul) no labio
superior de animais nao operados, nas respostas induzidas pela aplicagdo do

spray.
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Estimulacao térmica por calor
Neste teste, os animais foram contidos pela mao do experimentador e
uma fonte de calor radiante (~50°) foi posicionada aproximadamente 1 cm da
area de insergao das vibrissas. Em seguida, foi registrado o tempo de laténcia
para que o0s animais afastassem vigorosamente a cabega da fonte ou
apresentassem movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas. Foram
incluidos nos experimentos apenas animais que apresentaram estas respostas
entre 9 e 15 s a partir da aplicagao do estimulo. Para avaliagdo do decurso
temporal da hipernocicepcao térmica a estimulagao foi realizada, em ambos os
lados da face, antes da cirurgia (basal pré-cirurgia) e em intervalos de 2 ou 4
dias, enquanto que para avaliacdo do efeito de diferentes tratamentos os
animais foram estimulados, apenas no lado ipsilateral, no 4° dia apds a cirurgia,

em intervalos de 30 ou 60 min.

Estimulagao quimica

Consistiu da aplicagao do teste de formalina, originalmente proposto por
Dubuisson e Denis (1977), em animais submetidos a constricdo crénica do
nervo infraorbital. Neste teste, os animais receberam uma inje¢do subcutanea
de veiculo (solugéo salina estéril 0,9%, 50 ul) ou formalina (1%, 50 ul) no labio
superior, ipsilateral a constricdo, e imediatamente apos a injegdo os animais
foram colocados nas caixas de observagdo e o tempo de grooming facial
bilateral foi registrado durante 30 minutos. Para avaliagdo do decurso temporal
da hipernocicepgcédo quimica, este teste foi aplicado em grupos diferentes de

animais 4, 12, 20 e 40 dias apds a cirurgia, enquanto que para avaliagao do
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efeito de diferentes tratamentos os experimentos foram realizados apenas no

20° dia ap0ds a cirurgia.

3.2.3 Tratamento neonatal com capsaicina

Ratos Wistar machos neonatos (2° dia de vida) foram tratados com
capsaicina (50 mg/kg) ou veiculo e submetidos, na idade adulta, a constricéo
do nervo infraorbital e posterior avaliacdo da reatividade a estimulos térmicos.
A eficacia deste tratamento foi confirmada através da realizacdo do teste de
capsaina orofacial, previamente descrito por Pelissier et al. (2002). Neste teste,
capsaicina (1,5 pg; 50 pl) ou veiculo (50 pl) foram injetados no Iabio superior
dos animais, e o tempo despendido executando o grooming facial foi registrado

durante 15 minutos.

3.2.4 Analise dos niveis de expressao dos receptores de endotelina

Alteragbes nos niveis de expressao dos receptores endotelinérgicos ETa
e ETg no génglio do trigémeo de ratos foram avaliados através de Western
Blot. No 4° e no 15° dias ap0s a cirurgia, os animais foram sacrificados por
anestesia profunda com cetamina e xilazina. Em seguida, o ganglio do
trigémeo, ipsilateral ao feixe nervoso constrito, foi removido, lavado em PBS,
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a —80°C até sua utilizagdo. Os
tecidos coletados foram homogeneizados em tamp&o contendo Tris-HCI 10 mM
pH 7,9; KCI 10 mM; MgCl; 2 mM; EDTA 1 mM; NaF 1 mM; ortovanadato de
sédio 2 mM; DTT 1 mM; aprotinina 10 ug/ml; leupeptina 10 pug/ml; fenilmetil-
sulfonil fluoreto 1 mM e em seguida, mantidos em repouso por 15 minutos a

4°C. Os tecidos homogeinizados foram ent&o centrifugados a 14.000 r.p.m, por
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45 min a 4°C, o sobrenadante (que corresponde ao extrato citosolico) foi
descartado e o pellet foi lavado em PBS. Este foi resuspenso no mesmo
tampao acima mencionado, acrescido de Triton X 100 a 1%, solubilizado em
ultrasom, mantido em repouso por 15 minutos a 4°C e novamente centrifugado
(14.000 r.p.m. por 45 min a 4°C). O sobrenadante (que corresponde ao extrato
de membrana) foi coletado, e a concentragdo de proteinas das amostras foi
dosada pelo método de Bradford. Aproximadamente 50 ng de proteina foram
adicionadas ao tampao SDS-PAGE e separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% a 100 V. As proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose por eletroforese, utilizando-se corrente constante
de 300 mA, durante 120 min. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada
em leite desnatado (5%) e gelatina (1,5%), durante 1 h, a fim de bloquear sitios
de ligacao inespecifica. Em seguida, as membranas foram incubadas overnight
a 4°C com o anticorpo primario policlonal de coelho anti-ETa ou anti-ETg
(diluicado 1:200), lavadas em tampao apropriado e incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de coelho conjugado a uma peroxidase (1:4000) durante 1
h, a temperatura ambiente. As bandas foram visualizadas por aumento da
quimioluminescéncia, utilizando o sistema de deteccdo ECL (Amersham
Bioscience Corp.). A quantificacdo da intensidade dos sinais das bandas foi

determinada por densitometria.

3.2.5 Localizagao dos receptores endotelinérgicos
A fim de caracterizar os tipos de neurdnios sensoriais do ganglio do
trigémeo de ratos que expressam os receptores endotelinérgicos ETa e ETg, 0s

ganglios foram coletados e preparados para analise imunohistoquimica. Para
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isto, os animais foram anestesiados, perfundidos transcardiacamente com PBS
(@ 4° C, pH 7,4) e os ganglios trigeminais foram removidos. Os tecidos
coletados foram entdo emblocados em Tissue Tek, congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80° C até o momento do seu processamento. Os
blocos, contendo dois ganglios cada, foram cortados em criostato (resfriado a -
20° C) em secgdes de 12 um, as quais foram montadas em laminas de vidro
previamente gelatinizadas. As laminas foram mantidas a -20° C até o inicio da
realizagcao do ensaio. Nesta etapa, os cortes foram primeiramente lavados com
PBS (3 vezes de 10 min), incubados em acetona a 4 ‘C durante 20 min e
novamente lavados com PBS. Em seguida, foram incubados por 30 min em
tampéao de bloqueio (BSA a 1%, Triton X 100 a 0,3% e PBS) previamente a
incubacao overnight a 4° C com anticorpo primario contra receptores ETa ou
ETs (1:200), cada qual diluido em tamp&o de bloqueio acrescido de 0,02% de
azida. Apos esta primeira incubagao, os cortes foram lavados com PBS e
incubados overnight a 4° C com anticorpo primario destinado a marcacao de
fibras mielinizadas (anti - neurofilamento 200 — NF200, 1:200) ou de células da
glia (anti - proteina acidica fibrilar glial — GFAP, 1:400). Apos nova lavagem dos
cortes com PBS, os mesmos foram incubados com os fluoréforos Alexa Fluor
498 e 594 (1:100), por 2 h, a temperatura ambiente e protegidos da luz. Para
marcagdo de fibras ndo mielinizadas, foram realizadas apenas duas
incubagdes, a primeira com anticorpo contra os receptores endotelinérgicos,
conforme descrito acima, e a segunda com um anticorpo anti-isolectina B4
(IB4) conjugado ao fluoroforo Alexa Fluor 488, simultaneamente a incubacgéo
com o Alexa Fluor 594 (por 2 h, a temperatura ambiente e na auséncia de luz).

Finalmente, os cortes foram lavados com PBS, protegidos com Fluoromount G
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e cobertos com as laminulas. As imagens foram visualizadas através de

microscopia confocal.

3.2.6 Andlise Estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrao das médias de 5
a 10 animais por grupo. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de
teste de Newman-Keuls foi empregada para analise dos dados obtidos no teste
de formalina. Os resultados referentes a hipernocicep¢cdo mecanica foram
analisados com ANOVA de Kruskal & Wallis, para dados nao paramétricos,
seguida do teste U de Mann-Whitney. Os dados obtidos dos experimentos de
hipernocicepg¢ao térmica foram analisados com ANOVA de medidas repetidas
seguida de teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados da densitometria
foram analisados com teste t de Student. Em todas as analises, valores de

P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



4 Resultados
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4.1 Caracterizacao dos comportamentos nociceptivos induzidos
pela estimulagao térmica, mecanica ou quimica da face apds a constricao
do nervo infraorbital de ratos.

A aplicacédo do spray de tetrafluoretano na face dos animais causou
reducdo imediata da temperatura da superficie cutdnea de 29,9 + 0,2°C para
13,8 £ 0,8°C (n=12), a qual, passados 2 min, retornou ao nivel basal. Em ratos
submetidos a constrigao unilateral do nervo infraorbital, a aplicagéo do spray de
tetrafluoretano induziu hipernocicepg¢ao ao frio, que foi significativa a partir do
2° dia e persistiu até o 12° dia ap6s a cirurgia. Este aumento na responsividade
ao frio s6 foi observado no lado ipisilateral a constricdio e nao foi
significativamente diferente entre os animais dos grupos falso-operado e intacto
em nenhum dos periodos avaliados (Figura 1A e 1B).

De maneira analoga, ratos do grupo constrito desenvolveram
hipernocicepcdo a aplicacdo do calor, restrita ao lado ipsilateral, e que foi
significativa do 2° até o 10° dia apds a cirurgia. Nao foram detectadas
diferengas estatisticamente significantes entre os resultados dos grupos falso-
operado e intacto (Figuras 1C e 1D).

Por outro lado, a hipernocicepcdo mecanica, avaliada através da
aplicagao de filamentos de Von Frey, desenvolveu-se em ambos os lados da
face dos animais do grupo constrito, teve um inicio mais tardio (9 e 12 dias, nos
lados ipsi- e contra-lateral, respectivamente), porém sua duragéo foi muito mais
prolongada (pelo menos 120 dias). Novamente ndo foram observadas
diferencgas significativas entre os limiares de resposta dos animais dos grupos

falso-operado e intacto durante todo o periodo de avaliagao (Figura 2).
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A Injecao de formalina 1% no labio superior de animais do grupo falso-
operado causou aumento do tempo de grooming facial significativamente
diferente dos animais que receberam o mesmo volume de veiculo, nas fases |
e Il do teste e em todos os periodos em que esta resposta foi avaliada (4,12, 20
e 40 dias apos a cirurgia; Figuras 3A e 3B). No entanto, em animais
submetidos a constricdo do nervo infraorbital, ndo foi observada diferenga na
fase | da resposta entre os grupos tratados com veiculo ou com formalina, mas
a fase |l foi significativamente potencializada em animais do grupo constrito nos

dias 12, 20 e 40 apds a cirurgia (Figuras 3A e 3B).
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Figura 1 — Decurso temporal da hipernocicepg¢ao térmica em animais submetidos
a constriciao do nervo infraorbital. As repostas dos animais a estimulacido térmica
foram avaliadas antes (pré) e em diferentes periodos apds a cirurgia (grupos constrito
e falso-operado). Os animais do grupo intacto foram avaliados nos mesmos periodos,
mas nao foram submetidos ao procedimento cirdrgico. Os painéis A e C mostram o
decurso temporal da hipernocicepg¢ao ao frio e ao calor, respectivamente, quando o
estimulo foi aplicado no lado ipsilateral a cirurgia, enquanto que os painéis B e D
mostram os resultados da aplicacdo do frio e do calor, respectivamente, no lado
contralateral. Os valores representam média + e.p.m. do tempo que os animais
despenderam executando o grooming facial (painéis A e B) ou do tempo de reacdo
ante a aplicagdo do calor (painéis C e D) (n= 6 a 8 animais por grupo). Astericos
denotam P<0,05 em relagdo ao grupo falso-operado (ANOVA de medidas repetidas
seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 2 - Decurso temporal da hipernocicep¢cdo mecanica em animais

submetidos a constricio do nervo infraorbital. As respostas dos animais a
estimulagdo mecanica foram avaliadas antes (pré) e em diferentes periodos apos a
cirurgia (grupos constrito e falso-operado). Os animais do grupo intacto foram
avaliados nos mesmos periodos, mas nao foram submetidos ao procedimento
cirargico. Os valores representam média + e.p.m. da forca (em g) necessaria para
induzir por duas vezes consecutivas os comportamentos de retirada da cabega ou
ataque/escape do filamento (n= 5 a 8 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relacdo aos dados da estimulagao ipsilateral e contralateral do
grupo falso-operado, respectivamente (ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de teste U
de Mann-Whitney).
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Figura 3 — Decurso temporal da hipernocicepg¢ao a estimulos quimicos em
animais submetidos a constri¢ao do nervo infraorbital. As respostas dos animais a
injecdo de formalina (1%, 50 ul) ou veiculo (salina, 50 pl) foram avaliadas em
diferentes periodos apoés a cirurgia. Os valores representam média + e.p.m. do tempo
despendido pelos animais executando o grooming facial nas fases | (0-3 min, painel A)
e Il (12-30 min, painel B) do teste (n=6 animais por grupo). Asteriscos denotam P<0,05
em relacédo aos animais tratados com veiculo e cerquilhas denotam P<0,05 em relacao
aos animais do grupo falso-operado tratados com formalina (ANOVA seguida de teste
de Newman-Keuls).
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4.2 Mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
hipernocicepgao térmica.

Existem inumeras evidéncias de que fibras do tipo C constituem as
principais vias de transmissdo de estimulos térmicos nocivos. Desta forma,
avaliamos o efeito da desnervagdo neonatal de ratos com capsaicina (50
mg/kg, s.c.), procedimento que leva a destruicdo da maior parte das fibras C e
de uma pequena proporgdo de fibras Ad (Holzer, 1991; Hiura, 2000), no
desenvolvimento da hipernocicepcao térmica ao frio e ao calor. Como ilustrado
na Figura 4, ratos tratados no periodo neonatal com capsaicina e submetidos a
constricdio do nervo infraorbital quando adultos, n&do desenvolveram
hipernocicepcao ao frio ou ao calor até o 8° e 10° dia, respectivamente, apos a
cirurgia. No entanto, apos este periodo, apresentaram respostas semelhantes
aquelas observadas em animais do grupo constrito tratados com veiculo no
periodo neonatal.

A efetividade da desnervacgao induzida pelo tratamento neonatal com
capsaicina foi confirmada pela redu¢ao do tempo de grooming facial, induzido
pela injecdo de capsaicina (5 ug/50 ul) no labio superior dos animais, de
aproximadamente 88% em relagdo aos animais tratados com veiculo no
periodo neonatal (dados ndo mostrados).

Além de avaliar a importancia das fibras C para o desenvolvimento da
hipernocicepg¢ao térmica, investigamos os possiveis receptores que estariam
mediando estas respostas. A Figura 5 mostra que a administracdo de
capsaicina, agonista seletivo dos receptores TRPV1, no labio superior de
animais nao operados, causa hipernocicep¢cdo ao calor, a qual é bloqueada

pela desnervagdo neonatal dos animais, bem como pelo pré-tratamento com
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capsazepina (10 ug/50 ul). Adicionalmente, a capsazepina (30 pug/50 ul) reduziu
a hipernocicepgdo ao calor em animais submetidos a constrigdo do nervo
infraorbital (Figura 5B). Por outro lado, a administragédo de icilina (10 e 30 pg/50
pl), um agonista n&o seletivo de receptores TRPA1, no labio superior de ratos
nao operados, induziu hipernocicepg¢ao ao frio (Figura 6A), a qual foi abolida
pelo tratamento neonatal com capsaicina e significativamente reduzida pelo
pré-tratamento com capsazepina (Figuras 7A e 7B). Em adigdo, a icilina (10
pg/50 ul) foi capaz de potencializar a hipernocicepgdo ao frio em animais
submetidos a constricdo do nervo infraorbital, enquanto que a capsazepina (30
pg/50 pl) aboliu esta resposta (Figura 8). No entanto, administragdes repetidas
de icilina (30 pg/50 pl) causaram redugéo da hipernocicepgéo ao frio, i.e. houve
taquifilaxia a resposta (Figura 6B).

Embora se considere que receptores TRPA1 e TRPV1 sejam expressos
pela mesma sub-populagdo de neurbnios sensoriais, a injecdo de icilina no
labio superior ndo induziu hipernocicepgédo ao calor, assim como a injegao de
capsaicina ndo induziu hipernocicepgao ao frio. Além disso, quando co-
administradas, nenhuma das duas substancias alterou o perfil de resposta

causada pela outra (dados ndo mostrados).
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Figura 4 - Influéncia do tratamento neonatal com capsaicina no decurso

temporal da hipernocicepgao térmica em animais submetidos a constricao do
nervo infraorbital. Ratos neonatos foram tratados com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) ou
veiculo, e submetidos quando adultos a estimulagdo térmica antes (pré), e em
diferentes periodos ap6s a cirurgia (grupos constrito e falso-operado). Os painéis A e
B mostram o dercurso temporal da hipernocicepgdo ao frio e ao calor,
respectivamente. Os valores representam média + e.p.m. do tempo que os animais
despenderam executando o grooming facial (painel A) ou do tempo de reagéo ante a
aplicagao do calor (painel B) (n= 6 a 8 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relagdo ao grupo falso-operado correspondente (ANOVA de
medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 5 — Influéncia da capsazepina na hipernocicepgao ao calor induzida por
capsacina ou por constricio do nervo infraorbital de ratos. No painel A, os
animais foram tratados com veiculo ou capsaicina no periodo neonatal (50 mg/kg, s.c.)
ou com capsazepina (10 pg/50 ul, 30 min antes) e receberam uma injecédo de
capsaicina (0,1 ng/50 ul) ou veiculo no labio superior. No painel B, os animais foram
tratados com capsazepina (30 pg/50 pl) ou veiculo. Os estimulos térmicos foram
aplicados antes (pré) e em diferentes periodos apds os tratamentos (painel A) ou apés
a cirurgia (painel B). Os valores representam média + e.p.m. do tempo de reagao ante
a aplicagdo do calor (n= 5 a 6 animais por grupo). Asteriscos denotam P<0,05 em
relagdo ao grupo tratado com veiculo (painel A) ou falso-operado (painel B) e
cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo ao grupo tratado com capsaicina (painel A) ou
constrito (painel B) (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-
Keuls).
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Figura 6 - Influéncia da injegao local de icilina no labio superior de ratos na
hipernocicepc¢ao ao frio. Os animais foram tratados com icilina (10 ou 30 ug/50 ul) ou
veiculo e submetidos a aplicagdo do spray de tetrafluoretano antes (tempo 0) e em
intervalos de 30 min (painel A). No painel B, os mesmos animais foram tratados com
veiculo ou icilina (30 ug/50 ul) repetidas vezes (dias 1, 4 e 10), e o spray foi aplicado
antes (dia 0) ou 30 min apds cada tratamento. Os valores representam meédia + e.p.m.
do tempo que os animais despenderam executando o grooming facial durante 2 min
(n= 5 animais por grupo). Asteriscos denotam P<0,05 em relagdo ao grupo tratado
com veiculo (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 7 — Influéncia do tratamento com capsazepina ou com capsaicina no
periodo neonatal na hipernocicepg¢ao ao frio induzida por icilina. No painel A, os
animais receberam uma injegdo de veiculo ou capsazepina (10 ou 30 ug/50 ul) no
labio superior, e 30 min depois, receberam uma segunda injecdo de veiculo,
capsazepina (30 pg/50 pl) ou icilina (30 ug/50 ul). No painel B, os ratos foram tratados
no periodo neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) ou veiculo, e quando adultos,
receberam uma injegéo local de veiculo ou icilina (30 ng/50 ul). A estimulagao térmica
foi realizada antes (tempo 0) e em intervalos de 30 min apdés o segundo tratamento.
Os valores representam média + e.p.m. do tempo que os animais despenderam
executando o grooming facial durante 2 min apés a aplicagdo do spray (n= 6 a 8
animais por grupo). Astericos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo ao grupo

controle correspondente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-
Keuls).
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Figura 8 - Influéncia do tratamento com icilina ou capsazepina na

hipernocicep¢ao ao frio em ratos submetidos a constricido do nervo infraorbital.
Os animais receberam uma inje¢ao de veiculo, icilina (10 ug/50 ul) ou capsazepina (30
ug/50 ul) no labio superior. A estimulagao térmica foi realizada antes (tempo 0) e em
intervalos de 30 min apds o tratamento. Os valores representam média + e.p.m. do
tempo que os animais despenderam executando o grooming facial durante 2 min apds
a aplicagao do spray (n= 6 animais por grupo). Astericos e cerquilhas denotam P<0,05
em relagdo aos grupos falso-operado e constrito tratados com veiculo,
respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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4.3 Influéncia de diferentes tratamentos sobre a hipernocicepc¢ao a
estimulos mecanicos e térmicos no modelo de constricio do nervo
infraorbital
O tratamento dos animais com os AINEs indometacina (4 mg/kg, i.p.), ou
celecoxibe (10 mg/kg, i.p.), no 4° dia apds a constricdo do nervo infraorbital,
nao influenciou a hipernocicepcao ao frio, a qual foi avaliada durante 4 h apos
os tratamentos. A repeticdo destes tratamentos no 5° e no 6° dia apds a
cirurgia também nao modificou a resposta dos animais a aplicagao do spray
(Figura 9A e 9B). Estes tratamentos também n&o modificaram a
hipernocicepg¢ao ao calor, avaliada no 4° dia apds a cirurgia (Figura 10A e 10
B). Por outro lado, o tratamento dos animais com o antiinflamatério esteroidal
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) causou redugao parcial da hipernocicepgao ao
frio apenas na segunda hora apds a sua administracdo nos dias 4 e 5, e ao
calor no dia 4 apés a constricao (Figuras 9C e 10 C). A fim de avaliar a eficacia
destes tratamentos na hipernocicepcdo térmica associada a uma condicao
inflamatdria, administrou-se carragenina (50 pg/50 pl) no labio superior de
animais nao operados, e as respostas a estimulacado térmica foram avaliadas.
A carragenina induziu hipernocicepg¢éao ao frio, a qual foi significativa apenas na
32 e na 4% h apdés sua administracdo. O tratamento dos animais com
indometacina (4 mg/kg, i.p.) ou celecoxibe (10 mg/kg, i.p.) 2 h apds a injecao
local de carragenina, ou com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.)1 h apds a injecéo
local de carragenina reduziu significativamente a hipernocicepgéo ao frio

(Figura 11).
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Figura 9 - Influéncia do tratamento com indometacina, celecoxibe ou

dexametasona na hipernocicep¢ao ao frio em animais submetidos a constricao
do nervo infraorbital. Nos dias 4, 5 e 6 apds a cirurgia, os animais do grupo constrito
receberam doses diarias de indometacina (4 mg/kg, i.p.; painel A), celecoxibe (10
mg/kg, i.p.; painel B) ou dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.;painel C) enquanto que,
animais dos grupos controle (constrito ou falso-operado) foram tratados com os
veiculos correspondentes (nos tempos indicados pelas setas). Os valores representam
média + e.p.m. do tempo de grooming facial durante 2 min apds a aplicagao do spray,
antes (pré) e em diferentes intervalos de tempo apés os tratamentos (n= 5 animais por
grupo). Asteriscos denotam P<0,05 em relagdo ao grupo falso-operado (ANOVA de
medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 10 - Influéncia do tratamento com indometacina, celecoxibe ou

dexametasona na hipernocicepgao ao calor em animais submetidos a constricao
do nervo infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais do grupo constrito
receberam indometacina (4 mg/kg, i.p.; painel A), celecoxibe (10 mg/kg, i.p.; painel B),
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.; painel C) enquanto que animais dos grupos controle
(constrito ou falso-operado) foram tratados com os veiculos correspondentes (nos
tempos indicados pelas setas). Os valores representam média + e.p.m. do tempo de
reacao ante a aplicagao do calor, antes (pré) e em diferentes intervalos de tempo apés
os tratamentos (n= 5 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em
relacdo aos grupos falso-operado e constrito, respectivamente (ANOVA de medidas
repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 11 - Influéncia do tratamento com indometacina, celecoxibe ou

dexametasona na hipernocicepg¢ao ao frio induzida por carragenina. No painel A,
0s animais receberam uma inje¢cdo de veiculo ou carragenina (50 pg/50 pl) no labio
superior e o estimulo frio foi aplicado em intervalos de 1 hora, nos lados ipsi- e contra-
lateral a injecdo. No painel B, os animais foram tratados com indometacina (4 mg/kg,
i.p., 2 h apds), celecoxibe (10 mg/kg, i.p., 2 h apds), dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 1
h apds) ou com os veiculos correspondentes apos a injecao de veiculo ou carragenina
(50 ug/50 pl) no labio superior. Os valores representam média + e.p.m. do tempo de
grooming facial durante 2 min apés a aplicagao do spray, antes (pré) e em diferentes
intervalos de tempo apds os tratamentos (painel A) ou 3 h apds a injecdo de
carragenina (painel B; n= 5 a 6 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam
P<0,05 em relacdo aos grupos que receberam veiculo ou carragenina,
respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Diferentemente dos AINEs, o pré-tratamento dos animais com os
anticonvulsivantes carbamazepina (10 e 30 mg/kg), oxcarbazepina (3, 10 e 30
mg/kg) ou gabapentina (10 e 30 mg/kg) reduziu significativamente a
hipernocicepcédo ao frio e ao calor em animais submetidos a constricao do
nervo infraorbital (Figuras 12 e 13, respectivamente). No entanto, nenhum
destes tratamentos, nas doses que se mostraram mais efetivas na reducio da
hipernocicepgao térmica, modificou de modo significante o limiar de resposta a
estimulagdo mecanica de animais do grupo constrito (Figura 14).
Por outro lado, o pré-tratamento dos animais com cloridrato de morfina
(2,5 mg/kg, s.c.) ou cloridrato de lidocaina (10 mg/kg, s.c.) foi capaz de reduzir
significativamente, ou até mesmo bloquear totalmente, a hipernocicepgédo ao
frio, ao calor e a estimulagdo mecanica, mesmo que por um breve intervalo de
tempo (de 30 a 90 min). Estes resultados estéo ilustrados nas Figuras 15, 16 e

17, respectivamente.
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Figura 12 - Influéncia do tratamento com diferentes anticonvulsivantes na
hipernocicep¢cao ao frio em animais submetidos a constricio do nervo
infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais do grupo constrito foram tratados
com carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., painel A), oxcarbazepina (3, 10 e 30 mg/kg,
s.c., painel B) ou gabapentina (10 e 30 mg/ kg, i.p., painel C) e submetidos a
estimulagdo térmica antes (pré) e em intervalos de 1 h, até no maximo 6 h, apés os
tratamentos. Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados
com os veiculos correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do tempo
de grooming facial nos 2 min subsequentes a aplicagao do spray (n= 5 a 6 animais por
grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo ao grupo falso-operado e
em relacdo ao grupo constrito tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de
medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 13 - Influéncia do tratamento com diferentes anticonvulsivantes na
hipernocicep¢cao ao calor em animais submetidos a constricio do nervo
infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, animais do grupo constrito foram tratados com
carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p., painel A), oxcarbazepina (3, 10 e 30 mg/kg, s.c.,
painel B) ou gabapentina (10 e 30 mg/ kg, i.p., painel C) e submetidos a estimulagao
térmica antes (pré) e em intervalos de 1 h, até no maximo 5 h, apds os tratamentos.
Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados com os
veiculos correspondentes. Os valores representam média = e.p.m. do tempo de
reacao ante a aplicacdo do calor (n= 5 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relagao ao grupo falso-operado e em relagdo ao grupo constrito
tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de
teste de Newman-Keuls).
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Figura 14 - Influéncia do tratamento com diferentes anticonvulsivantes na
hipernocicep¢cao mecanica em animais submetidos a constricao do nervo
infraorbital. No periodo de 15 a 20 dias apds a cirurgia, os animais foram tratados
com carbamazepina (painel A), oxcarbazepina (painel B) ou gabapentina (painel C),
(todos na dose de 30 mg/kg) e submetidos a estimulagdo mecanica antes (pré) e em
intervalos de 1 h, apds os tratamentos. Animais dos grupos constrito e falso-operado
foram tratados com os veiculos correspondentes. Os valores representam média +
e.p.m. da forca (em g) necessaria para induzir por duas vezes consecutivas 0s
comportamentos de retirada da cabega ou ataque/escape do filamento nos lados
ipsilateral ou contralateral a cirurgia (n= 6 a 8 animais por grupo). Nos grupos controle
apenas os dados da estimulacao ipsilateral estdo apresentados. Asteriscos denotam
P<0,05 em relacdo ao grupo falso-operado tratado com veiculo (ANOVA de Kruskal-

Wallis seguida de teste de Mann-Whitney).
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Figura 15 — Influéncia do tratamento com cloridrato de morfina ou de lidocaina
na hipernocicepcdo ao frio em animais submetidos a constricio do nervo
infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com cloridrato de
morfina (2,5 mg/kg, s.c., painel A) ou cloridrato de lidocaina (10 mg/kg, s.c., painel B) e
submetidos a estimulagao térmica antes (pré), e em intervalos de 30 min, apds os
tratamentos. Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados
com os veiculos correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do tempo
de grooming facial nos 2 min subsequentes a aplicagdo do spray (h= 5 animais por
grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagédo aos grupos falso-operado
e constrito tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas
seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 16 — Influéncia do tratamento com cloridrato de morfina ou de lidocaina
na hipernocicepcdao ao calor em animais submetidos a constricio do nervo
infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com cloridrato de
morfina (2,5 mg/kg, s.c., painel A) ou cloridrato de lidocaina (10 mg/kg, s.c., painel B) e
submetidos a estimulacao térmica antes (pré), e em intervalos de 30 min, apds os
tratamentos. Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados
com os veiculos correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do tempo
de reacgao ante a aplicagao do calor (n= 5 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado e constrito tratados com
veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-

Keuls).
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Figura 17 — Influéncia do tratamento com cloridrato de morfina ou lidocaina na
hipernocicep¢cao mecanica em animais submetidos a constricao do nervo
infraorbital. No periodo de 15 a 20 dias apds a cirurgia, os animais foram tratados
com cloridrato de morfina (2,5 mg/kg, s.c., painel A) ou cloridrato de lidocaina (10
mg/kg, s.c., painel B) e submetidos a estimulagdo mecanica antes (pré), e em
intervalos de 30 min apds os tratamentos. Animais dos grupos controle (constrito e
falso-operado) foram tratados com os veiculos correspondentes. Os valores
representam média + e.p.m. da forga (em g) necesséria para induzir por duas vezes
consecutivas os comportamentos de retirada da cabegca ou ataque/escape do
filamento nos lados ipsilateral ou contralateral a cirurgia (n= 8 animais por grupo). Nos
grupos controle apenas os dados da estimulagdo ipsilateral estdo apresentados.
Asteriscos e cerquillhas denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado e
constrito tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de

teste de Mann-Whitney).
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4.4 Influéncia da ET-1 exdégena na hipernocicepg¢ao térmica e
mecanica da regiao orofacial

Uma vez caracterizada a resposta dos animais a estimulos mecanico,
térmicos e quimico aplicados na regido orofacial apés a constricdo do nervo
infraorbital, avaliou-se as possiveis alteracbes de responsividade de animais
intactos a estes estimulos causadas por injecéo local (labio superior) de ET-1.

Neste estudo, a injegao de ET-1 (agonista dual de receptores ETA/ETg; 3
e 10 pmol/50 ul) no labio superior de ratos ndo operados, induziu pronunciada
hipernocicepgao ao frio, a qual persistiu por pelo menos 5 h apés a injegao. A
ET-1 na dose de 10 pmol também foi capaz de induzir hipernocicepcdo ao
estimulo frio aplicado no lado contralateral a inje¢ao. Por outro lado, na dose de
1 pmol, a ET-1 n&o alterou significativamente o tempo de resposta dos animais
(Figura 18A e 18B).

O tempo de resposta dos animais a aplicacdo do calor também foi
alterada, em ambos os lados da face, pela inje¢cdo de ET-1 na dose de 10
pmol. No entanto o desenvolvimento da hipernocice¢ao ao calor foi mais tardio,
sendo significativo apenas a partir da 32 h do lado ipsilateral e na 52 h no lado
contralateral (Figura 18C).

Em contraste, a inje¢do de ET-1 na dose de 10 pmol reduziu o limiar de
resposta a estimulagcdo mecanica aplicada apenas no lado ipsilateral a injegcao.
Esta resposta, assim como a resposta ao frio, persistiu por aproximadamente 5
h (Figura 18D).

Resultados prévios demonstraram que a ET-1 (10 pmol) injetada no
labio superior de animais ndo operados foi capaz de potencializar ambas as

fases da reposta a formalina orofacial (Chichorro et al., dados nao publicados).
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Figura 18 - Influéncia da ET-1 exdgena na hipernocicepc¢ao térmica e mecanica
em ratos nao operados. Os animais receberam uma injecdo de ET-1 (1 a 10 pmol/50
MI) ou veiculo no labio superior e foram submetidos a estimulagao térmica ou mecanica
antes (tempo 0) e em intervalos de 1 h apds os tratamentos. Nos painéis A e B, os
valores representam média = e.p.m. do tempo de grooming facial em respostas a
aplicagao do frio no lado ipsilateral e contralateral a cirurgia, respectivamente. Nos
painéis C e D, os valores representam média + e.p.m. do tempo de reacio ante a
aplicagdo do calor ou, da forga (em g) necessaria para induzir por duas vezes
consecutivas os comportamentos de retirada da cabega ou ataque/escape do
filamento, respectivamente (n= 5 a 8 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relagdo aos animais tratados com veiculo (ANOVA de medidas
repetidas seguida de teste de Newman-Keuls, ou ANOVA de Kruskal-Wallis seguida
de teste de Mann-Whitney).
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4.5 Expressao dos receptores de endotelina ETA e ETg no ganglio
do trigémeo de ratos e alteragdées induzidas por constricdo do nervo
infraorbital.

A analise por Western Blot revelou a presenca de bandas referentes aos
receptores ETp e ETg em géanglios do trigémeo coletados de tanto em animais
falso-operados quanto nos constritos. Embora os ensaios realizados no 4° dia
apos a cirurgia sugiram um aumento na expressao de receptores ETa em
animais constritos em relacido aos falso-operados, a analise densitométrica das
bandas falhou em revelar uma diferenga significante (Figura 19, painéis A1 e
A2), a exemplo do que foi verificado para a expressao de receptores ETg
(Figura 19, painéis B1 e B2). Por outro lado, em ganglios do trigémeo
removidos 15 dias ap6s a cirurgia, a analise das bandas sugere aumento
significante na expresséo de receptores ETp € ETg de animais constritos em
relacdo aos falso-operados (Figura 19, painéis C1 e D1). A analise
densitométrica das bandas demonstra claramente este aumento, o qual é
estatisticamente significativo para ambos os receptores (Figura 19, painéis C2

e D2).
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Figura 19 — Influéncia da constricdo do nervo infraorbital na expressdao dos
receptores ET, e ETg de endotelinas no ganglio do trigémeo de ratos. No 4° ou
no 15° dia apds a cirurgia, os animais foram sacrificados, os génglios do trigémeo do
lado ipsilateral a cirurgia foram removidos e processados para Western Blot.
Quantidades equivalentes de proteina (50 ug/pogo) foram separadas por eletroforese
e depois transferidas do gel de poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose. As
membranas foram incubadas overnight com os anticorpos policlonais para receptores
ETA e ETg e depois incubadas por 1 h com o anticorpo secundario acoplado a
peroxidase. As bandas especificas foram visualizadas pelo método de
quimioluminescéncia. Os painéis A1-D1 sdo representativos da imunodetecgdo dos
niveis dos receptores ET, € ETg em ratos falso-operados e constritos. Os painéis A2-
D2 representam a quantificacdo das proteinas obtidas por densitometria. Cada barra
representa a média + e.p.m. de 4 a 5 experimentos. Asteriscos denotam P<0,05 em
relagdo ao grupo falso-operado (Teste t de Student).
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4.6 Distribuicdo dos receptores de endotelina ETA e ETg no ganglio
do trigémeo de ratos.

A fim de determinar a localizacao precisa dos receptores ETa € ETg que
estariam mediando tanto a hipernocicepgao induzida pela ET-1 exdgena, bem
como possiveis agdes das endotelinas enddgenas na dor neuropatica, os
ganglios do trigémeo de ratos controle (intactos ou falso-operados) e constritos
foram processados para analise imunohistoquimica destas proteinas, e
visualizados por microscopia confocal.

Como ilustrado na Figura 20, os receptores ETp sdo expressos por
células imunoreativas para NF-200, um marcador de fibras mielinizadas, em
ganglios de animais dos grupos controle e constrito. Em contraste, ndo foi
observada co-localizagao entre receptores do tipo ETg e fibras mielinizadas no
ganglio do trigémeo em nenhum dos grupos de animais (Figura 21). Em adigéao,
a analise das imagens dos painéis B e E da Figura 20, mas principalmente da
Figura 21, mostra imunoreatividade muito menos intensa para NF200 nos
ganglios dos animais constritos em relagdo ao controle.

Em ganglios do trigémeo de animais do grupo controle € observada
intensa imunoreatividade tanto para receptores do tipo ETa € ETg quanto para
IB4, um marcador de fibras C n&o peptidérgicas, e a co-localizagéo entre estas
duas marcagoes é nitida (Figuras 22 e 23, painéis A, B e C). No entanto, a
imunoreatividade para |IB4 e para ambos os receptores € substancialmente
reduzida em animais dos grupos constritos, e a co-localizag&o entre estas duas
marcagoes, se presente, parece restrita a apenas alguns pontos (Figuras 22 e

23, painéis D, E e F).
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Nao foi identificada imunoreatividade para receptores ETp em células
imunoreativas para GFAP, um marcador de células satélites da glia, tanto em
animais constritos quanto em animais do grupo controle (Figura 24). Por outro
lado, células imunoreativas para GFAP também  apresentaram
imunoreatividade para receptores ETg, e o perfil de marcagao foi semelhante

nos grupos controle e constrito (Figura 25).
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Figura 20 — Receptores ET, sao expressos por fibras mielinizadas do génglio do
trigémeo de ratos. Os ganglios do trigémeo de animais intactos, falso-operados e
constritos foram removidos, processados para imunohistoquimica, e as imagens
visualizadas por microscopia confocal. Os painéis A, B e C mostram células
imunoreativas para os receptores ET, (vermelho), para NF-200 (marcador de fibras
mielinizadas, verde) e areas de co-localizagdo (amarelo), respectivamente, em
ganglios de animais controle. Os painéis D, E e F mostram a mesma seqiéncia de
marcagdo em ganglios de animais constritos obtidos no 4° dia apds a cirurgia.
Imunoreatividade para receptores ET, pode ser observada em células imunoreativas
(cabecas das setas) e ndo imunoreativas para NF200 (setas, painéis C e F). As
insercdes nos cantos superiores direitos dos painéis C e F mostram a imagem relativa
a incubacao de um ganglio apenas com anticorpos secundarios, a fim de demonstrar a
especificidade da marcacao. Imagens representativas da sec¢cdo de um géanglio de
animais do grupo controle ou constrito (aumento de 63 x, escala 10 um).
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Figura 21 - Fibras mielinizadas do ganglio do trigémeo nado expressam
receptores do tipo ETs. Os ganglios do trigémeo de animais intactos, falso-operados
e constritos foram removidos, processados para imunohistoquimica, e as imagens
visualizadas por microscopia confocal. Os painéis A, B e C mostram células
imunoreativas para os receptores ETg (vermelho) e para NF-200 (marcador de fibras
meilinizadas, verde), respectivamente, em ganglios de animais controle. Os painéis D,
E e F mostram a mesma sequiéncia de marcagao em ganglios de animais constritos no
4° dia ap6s a cirurgia. Imunoreatividade para receptores ETg (setas) ndo € observada
em células imunoreativas para NF200 (cabecas das setas, painéis C e F). As
insergdes nos cantos superiores direitos dos painéis C e F mostram a imagem relativa
a incubacgao de um ganglio apenas com anticorpos secundarios, a fim de demonstrar a
especificidade da marcacdo. Imagens representativas da sec¢cao de um ganglio de
animais do grupo controle ou constrito (aumento de 63 x, escala 10 um).
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Figura 22 — Receptores ET, sdao expressos por uma subpopulagao de fibras de
pequeno diametro do ganglio do trigémeo de ratos. Os ganglios do trigémeo de
animais intactos, falso-operados e constritos foram removidos, processados para
imunohistoquimica, e as imagens visualizadas por microscopia confocal. Os painéis A,
B e C mostram células imunoreativas para os receptores ET, (vermelho), para |B4
(verde, marcador de fibras C nao peptidérgicas) e areas de co-localizagao (amarelo),
respectivamente, em ganglios de animais controle. Os painéis D, E e F mostram a
mesma sequUéncia de marcagdo em ganglios de animais constritos no 4° dia apds a
cirurgia. Imunoreatividade para receptores ET, pode ser observada em células
imunoreativas (cabegas das setas) e ndo imunoreativas para IB4 (setas, painéis C e
F). Imagens representativas da sec¢cao de um ganglio de animais do grupo controle ou
constrito (aumento de 63 x, escala 10 um).
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Figura 23 — Receptores ETg sdao expressos por uma subpopulagao de fibras de
pequeno diametro do ganglio do trigémeo de ratos. Os ganglios do trigémeo de
animais intactos, falso-operados e constritos foram removidos, processados para
imunohistoquimica, e as imagens visualizadas por microscopia confocal. Os painéis A,
B e C mostram células imunoreativas para os receptores ETg (vermelho), para |B4
(marcador de fibras C nao peptidérgicas, verde) e areas de co-localizagao (amarelo),
respectivamente, em ganglios de animais controle. Os painéis D, E e F mostram a
mesma sequéncia de marcagdo em ganglios de animais constritos no 4° dia apds a
cirurgia. Imunoreatividade para receptores ETg pode ser observada em células
imunoreativas (cabegas das setas) e nao imunoreativas para IB4 (setas, painéis C e
F). As insergdes nos cantos superiores direitos dos painéis C e F mostram a imagem
relativa a incubagcdo de um ganglio apenas com anticorpos secundarios, a fim de
demonstrar a especificidade da marcagéo. Imagens representativas da sec¢do de um
ganglio de animais do grupo controle ou constrito (aumento de 63 x, escala 10 um).
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Figura 24 — Células da glia do ganglio do trigémeo nao expressam receptores do
tipo ETa. Os ganglios do trigémeo de animais intactos, falso-operados e constritos
foram removidos, processados para imunohistoquimica, e as imagens visualizadas por
microscopia confocal. Os painéis A, B e C mostram células imunoreativas para os
receptores ETa (vermelho) e para GFAP (marcador de células satélites da glia, verde),
respectivamente, em ganglios de animais controle. Os painéis D, E e F mostram a
mesma sequéncia de marcagcao em ganglios de animais constritos no 4° dia apos a
cirurgia. Imunoreatividade para receptores ET, (setas) nao € observada em células
imunoreativas para GFAP (pontas das setas, painéis C e F). As inser¢gbes nos cantos
superiores direitos dos painéis C e F mostram a imagem relativa a incubagao de um
ganglio apenas com anticorpos secundarios, a fim de demonstrar a especificidade da
marcacgao. Imagens representativas da secgdo de um ganglio de animais do grupo
controle ou constrito (aumento de 63 x, escala 10 um).
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Figura 25 — Receptores ETg estdo presentes em células da glia do géanglio do
trigémeo. Os ganglios do trigémeo de animais intactos, falso-operados e constritos
foram removidos, processados para imunohistoquimica, e as imagens visualizadas por
microscopia confocal. Os painéis A, B e C mostram células imunoreativas para os
receptores ETg (vermelho), para GFAP (marcador de células satélites da glia, verde) e
areas de co-localizagdo (amarelo), respectivamente, em ganglios de animais controle.
Os painéis D, E e F mostram a mesma seqiéncia de marcagdo em ganglios de
animais constritos no 4° dia apds a cirurgia. Imunoreatividade para receptores ETg
pode ser observada em areas imunoreativas (setas) e ndo imunoreativas para GFAP
(pontas das setas, painéis C e F). Imagens representativas da secgdo de um ganglio
de animais do grupo controle ou constrito (aumento de 63 x, escala 10 um).
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4.7 Influéncia do tratamento com antagonistas de receptores de
endotelina ETa e ETg na hipernocicepg¢ao a estimulos térmicos, mecanicos
e quimicos causada por constricao do nervo infraorbital.

A injecao s.c. local dos antagonistas peptidicos seletivos de receptores
ETa (BQ-123; 3,10 e 30 nmol/50 pl) ou ETg (BQ-788; 3, 10 e 30 nmol/50 pl)
reduziu, de maneira dependente da dose, a hipernocicep¢ao ao frio, em
animais submetidos a constricdo do nervo infraorbital (Figura 26A e 26B).
Nenhum dos antagonistas foi efetivo quando injetado isoladamente na dose de
3 nmol. No entanto, quando co-administrados, nesta mesma dose, reduziram a
hipernocicepcdo aos 30 min, e na dose de 10 nmol, causaram efeito mais
prolongado que os das suas administragcbes isoladas (de 60 para 90 min;
Figura 26C).

A administracao sistémica dos antagonistas néo peptidicos seletivos de
receptores ETa (atrasentan, 3 e 10 mg/kg) ou ETg (A-192621, 5 e 20 mg/kg)
também reduziu a hipernocicepgéao ao frio (Figura 27A e 27B). A inibi¢gao obtida
com a maior dose de atrasentan se estendeu de 30 até 150 min apds sua
administragao, enquanto que o efeito inibitério do A-192621 s6 foi significativo
entre 30 e 90 min. Por outro lado, a administracdo sistémica do antagonista
dual de receptores ETA/ETg (bosentan, 10 mg/kg), aboliu a hipernocicepg¢ao ao
frio, a partir da 12 hora e até a 62 hora apds sua administracao (Figura 27C).

O tratamento dos animais com BQ-123 ou BQ-788 (ambos na dose de
10 nmol/50 ul) também reduziu a hipernocicepgao ao calor, avaliada no 4° dia
apos a cirurgia. No entanto, esta reducao sé6 foi significativa decorridos 60 min

dos tratamentos (Figura 28A e 28B). A co-administragcdo destes antagonistas,
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na dose de 10 nmol, causou um efeito mais prolongado que os verificados apos
suas administragdes isoladas (de 30 para 90 min; Figura 28C).

Os efeitos inibitorios do atrasentan (10 mg/kg) e do A-192621 (20 mg/kg)
foram ainda mais pronunciados na hipernocicepgao ao calor, tanto em termos
de magnitude, quanto de duragao (de 30 min até ~3 h, Figura 29A e 29B). No
entanto, o tratamento com bosentan sé resultou em reducao significativa da
hipernocicepcéao a partir de 2 h apés sua administracao, que se estendeu até a
42 hora (Figura 29C).

Na hipernocicepgdo mecanica, avaliada de 15 a 20 dias apds a cirurgia,
o tratamento com atrasentan (10 mg/kg) ndo causou alteragdes significativas
do limiar de resposta dos animais, enquanto que o A-192621 (20 mg/kg)
causou um aumento significativo do limiar na 22 e na 3% h apds sua
administracao, tanto no lado ipsilateral quanto contralateral (Figura 30A e 30B,
respectivamente). Surpreendentemente, o tratamento dos animais com
bosentan (10 ou 20 mg/kg, apenas os dados com a maior dose sdo mostrados
na Figura 30) ou a co-administragao de atrasentan e A-192621 (10 e 20 mg/kg,
respectivamente) ndo reduziu a hipernocicepgao mecanica (Figura 30).

Em contraste, o tratamento dos animais com atrasentan (10 mg/kg), mas
nao com A-192621 (20 mg/kg), reduziu a fase Il do teste de formalina, realizado

20 dias apés a cirurgia para constricdo do nervo infraobital (Figura 31).
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Figura 26 — Efeito do tratamento local com antagonistas de receptores de
endotelina na hipernocicepg¢ao ao frio em animais submetidos a constricao do
nervo infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com BQ-123
(3,10 e 30 nmol/50 pl, s.c., painel A), BQ-788 (3,10 e 30 nmol/50 pl, s.c., painel B), ou
BQ-123+BQ-788 (cada um na dose de 3 ou 10 nmol/50 pl, s.c., painel C) e foram
submetidos a estimulagcédo térmica antes (pré), e em intervalos de 30 min apds os
tratamentos. Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados
com os veiculos correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do tempo
de grooming facial nos 2 min subsequentes a aplicacdo do spray (n= 5 animais por
grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado
e constrito tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas
seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 27 - Efeito do tratamento sistémico com antagonistas de receptores de
endotelina na hipernocicep¢ao ao frio em animais submetidos a constricao do
nervo infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com
atrasentan (3 e 10 mg/kg, i.v., painel A), A-192621 (5 e 20 mg/kg, i.v., painel B) ou
bosentan (10 mg/kg, i.v.) e foram submetidos a estimulagéo térmica antes (pré), e em
intervalos de 30 min (painéis A e B) ou 60 min (painel B) apds os tratamentos. Animais
dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados com os veiculos
correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do tempo de grooming facial
nos 2 min subseqientes a aplicagdo do spray (n= 5 a 6 animais por grupo). Asteriscos
e cerquilhas denotam P<0,05 em relacdo aos grupos falso-operado e constrito
tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de
teste de Newman-Keuls).
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Figura 28 — Efeito do tratamento local com antagonistas de receptores de
endotelina na hipernocicep¢ao ao calor em animais submetidos a constricao do
nervo infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com BQ-123
(10 nmol/50 pl, s.c., painel A), BQ-788 (10 nmol/50 ul, s.c., painel B), ou BQ-123 + BQ-
788 (cada um na dose de 10 nmol/50 ul, s.c., painel C) e foram submetidos a
estimulagdo térmica antes (pré), e em intervalos de 30 min apds os tratamentos.
Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados com os
veiculos correspondentes. Os valores representam média = e.p.m. do tempo de
reacao ante a aplicacdo do calor (n=5 a 6 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado e constrito tratados com
veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-
Keuls).
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Figura 29 - Efeito do tratamento sistémico com antagonistas de receptores de
endotelina na hipernocicep¢ao ao calor em animais submetidos a constricao do
nervo infraorbital. No 4° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com
atrasentan (10 mg/kg, i.v., painel A), A-192621 (20 mg/kg, i.v., painel B) ou bosentan
(10 mg/kg, i.v.) e foram submetidos a estimulacéo térmica antes (pré), e em intervalos
de 30 min (painéis A e B) ou 60 min (painel B) apds os tratamentos. Animais dos
grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados com os veiculos
correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do tempo de reagao ante a
aplicagdo do calor (n=5 a 6 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam
P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado e constrito tratados com veiculo,
respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 30 — Efeito do tratamento sistémico com antagonistas de receptores de
endotelina na hipernocicepgao mecanica em animais submetidos a constricao
do nervo infraorbital. No periodo de 15 a 20 dias apds a cirurgia, os animais foram
tratados com atrasentan (10 mg/kg, i.v.), A-192621 (20 mg/kg, i.v.), atrasentan + A-
192621 (nas mesmas doses) ou bosentan (20 mg/kg, i.v.) e foram submetidos a
estimulagdo mecénica antes (tempo 0), e em intervalos de 60 min apds os
tratamentos. Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram tratados
com os veiculos correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. da forca
(em g) necessaria para induzir por duas vezes consecutivas os comportamentos de
retirada da cabecga ou ataque/escape do filamento nos lados ipsilateral (painel A) ou
contralateral (painel B) a cirurgia (n= 6 a 10 animais por grupo). Asteriscos e
cerquilhas denotam P<0,05 em relacdo aos grupos falso-operado e constrito tratados
com veiculo, respectivamente (ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de teste de Mann-
Whitney).
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Figura 31 — Efeito do tratamento sistémico com antagonistas de receptores de
endotelina no teste de formalina em animais submetidos a constricao do nervo
infraorbital. No 20° dia apds a cirurgia, os animais foram tratados com atrasentan (10
mg/kg, i.v.) ou A-192621 (20 mg/kg, i.v.) 1 h antes da injecdo de formalina (1%, 50 pl)
no labio superior. Animais dos grupos controle (constrito e falso-operado) foram
tratados com os veiculos correspondentes. Os valores representam média + e.p.m. do
tempo de grooming facial nas fase | (0-3 min, painel A) e Il (12-30 min, painel B) do
teste (n= 5 a 8 animais por grupo). Asteriscos (* e **) denotam P<0,05 em relagéo aos
animais tratados com salina, e em relacdo aos animais do grupo falso-operado
tratados com formalina, respectivamente. Cerquilhas denotam P<0,05 em relagdo ao
grupo constrito tratado com formalina (ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls).



4.8 Influéncia da administracdo oral de multiplas doses de
atrasentan ou A-192621 no desenvolvimento e na manutencao da
hipernocicepcgao ao frio induzida por constrigao do nervo infraorbital.

Previamente a investigagdo do efeito de administragcées repetidas do
atrasentan e do A-192621, avaliou-se a eficacia destes antagonistas quando
administrados agudamente por via oral. Através desta via de administragéo, o
tratamento dos animais com atrasentan (10 mg/kg) foi efetivo em inibir a
hipernocicepg¢ao ao frio na 22 e na 3% h apds sua administragdo, acarretando
uma inibicdo maxima de 60%. O tratamento oral dos animais com A-192621
(20 mg/kg) também reduziu significativamente a hipernocicepg¢éo ao frio (80%
de inibicdo na 42 h), porém seu efeito foi mais prolongado, entre a 22 e a 62 h
apos sua administragcédo (dados ndo mostrados).

Administragbes repetidas de atrasentan (10 mg/kg, v.0.) ou A-192621
(20 mg/kg) no 4°, 5° e 6° dias apds a cirurgia reduziram significativamente a
hipernocicepg¢ao ao frio, tanto nos dias em que os tratamentos foram realizados
(dados ndo mostrados), como no dia subsequente ao término do tratamento, no
caso do A-192621, ou por mais 6 dias apds o término do tratamento, no caso
do atrasentan (Figura 32A). A administragdo unica de atrasentan ou A-
1912621, nestas mesmas doses e por via oral, ndo alterou a resposta dos
animais, avaliada nos dias subsequentes ao tratamento (dados né&o
mostrados).

Adicionalmente, administragdes diarias repetidas de atrasentan (10
mg/kg, v.0.) durante 5 dias, com inicio antes da cirurgia e término no 4° dia
apos a cirurgia, induziram redugdes significativas na resposta dos animais ao

frio que persistiram por 8 dias apds o término do tratamento (Figura 32B).



94

—o— Falso-operado —O— Constrito
—{1- Constrito + Atrasentan
A —B- Constrito + A-192621

B
?

w
<

Grooming facial (s)
- N
? 9

o
L

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

—o— Falso-operado
—O— Constrito
—{1 Constrito + Atrasentan

vy

Grooming facial (s)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

Figura 32 — Influéncia de administra¢oes repetidas de atrasentan ou A-192621 no
desenvolvimento da hipernocicepcdao ao frio em animais submetidos a
constricao do nervo infraorbital. No painel A, os animais foram tratados nos 4°, 5° e
6° dias ap6s a cirurgia com atrasentan (10 mg/kg, v.0.) ou A-192621 (20 mg/kg, v.0.) e
foram submetidos a estimulacao térmica antes (dia 0) e em diferentes periodos apés a
cirurgia. No painel B, os animais foram tratados diariamente com atrasentan (10
mg/kg, v.0.) antes (dia 0) e até o 4° dia apds a cirurgia. Animais dos grupos controle
(constrito e falso-operado) foram tratados com os veiculos correspondentes. Os
valores representam média = e.p.m. do tempo de grooming facial nos 2 min
subsequentes a aplicacdo do spray (n=6 a 8 animais por grupo). Nos dias em que os
animais receberam os diferentes tratamentos (indicados pelas barras) os valores
apresentados se referem a estimulagdo prévia ao mesmo. Asteriscos e cerquilhas
denotam P<0,05 em relagdo aos grupos falso-operado e constrito tratados com
veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-
Keuls).



5. Discussao
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5.1 Desenvolvimento da hipernocicep¢ao a estimulos térmico,
mecanico e quimico apos a constricao do nervo infraorbital.

A constricdo do nervo infraorbital foi proposta como um modelo para o
estudo da dor neuropatica trigeminal por Vos e Macievicz (1991). Em 1994,
Vos e colaboradores demonstraram que animais submetidos a este
procedimento apresentavam aumento do tempo de grooming facial espontaneo
do 1° ao 15° dia apds a cirurgia, seguido de alodinia mecéanica bilateral, a qual
persistia por pelo menos 130 dias. De uma maneira geral, nossos resultados
estdo de acordo com este estudo. Os animais submetidos a constricido do
nervo infraorbital apresentaram hipernocicepgdo mecanica bilateral de longa
duracao, e o surgimento desta resposta, assim como observado por Vos et al
(1994), foi mais tardio (12 e 15 dias apds a cirurgia, respectivamente).

A alodinia mecanica € um dos sintomas mais comuns em pacientes com
neuralgia do trigémeo. No entanto, apenas raramente ela acomete ambos os
lados da face do paciente (para revisédo ver Scrivani et al., 2005). Os resultados
de Vos et al. (1994) mostram que, apesar de bilateral, a redugédo do limiar a
estimulacdo mecéanica € mais acentuada no lado operado, enquanto que
nossos resultados mostram que a reducao foi equivalente em ambos os lados
da face. Apesar dessas diferencas, estes dados corroboram estudos
eletrofisiolégicos que demonstraram a ocorréncia de alteragées em nucleos do
talamo e regides do cortex somatossensorial associados ao lado intacto da
face, ap6s a constricdo unilateral do nervo infraorbital de ratos (Benoist et al.,
1999; Vos et al., 2000). Em adi¢do, um aumento de aproximadamente 50% no
campo receptivo dos neurdnios do lado intacto da face também foi observado

apo6s a constricdo do nervo infraorbital (Vos et al., 2000). Além disso, tem sido



97
demonstrado que proje¢des do ganglio do trigémeo dirigem-se para ambos 0s
lados do bulbo e do nucleo do trato espinhal, e ainda, que a estimulagao
unilateral do ganglio do trigémeo ativa neurbnios tanto no subnucleo caudal
ipsilateral como contralateral (Pfaller e Arvidsson, 1988; Jacquin et al., 1990;
Ingvardsen et al.,, 1997; Samsam et al., 2001). Desta forma, a organizagao
anatébmica e funcional do complexo sensorial trigeminal pode explicar porque a
lesdao unilateral do nervo infraorbital produz alodinia mecanica em ambos os
lados da face, ao menos em ratos.

Em 1997, Imamura e colaboradores demonstraram que a constricao do
nervo infraorbital de ratos induzia hipernocicepcao orofacial bilateral ao calor,
embora muito menos proeminente no lado ndo operado, a qual persistia por até
12 dias apos a cirurgia, Diferentemente dos resultados de Imamura e
colaboradores (1997), nossos dados mostram o desenvolvimento de
hipernocicepcao ao calor apenas no lado operado. No entanto, o decurso
temporal e a intensidade desta resposta sdo semelhantes nos dois estudos.

Nossos resultados mostram ainda que, apdés a constricdo do nervo
infraorbital, os animais desenvolvem hipernocicepcao ao frio, paralelamente a
hipernocicepgao ao calor. O emprego de um estimulo térmico frio neste modelo
€ importante, primeiramente porque o frio pode desencadear episddios de dor
em pacientes com neuralgia do trigémeo, e em segundo lugar, porque, embora
nao tdo comum quanto a alodinia mecanica, a hiperalgesia ao frio também é
observada nesta condigdo (Mathews e Scrivani, 2000; para reviséo ver Scrivani
et al., 2005).

Apesar de existirem inumeros estudos a respeito do desenvolvimento da

hipernocicepcdo a estimulos mecanicos e térmicos em modelos de dor
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neuropatica, a influéncia de estimulos quimicos e condi¢cdes inflamatérias
nestes modelos foi pouco estudada. Um dos estimulos mais utilizados para o
estudo da dor neurogénica e inflamatéria é a formalina. A inje¢cao subcuténea
de formalina na pata ou no labio superior de ratos evoca uma resposta
nociceptiva bifasica, na qual a primeira fase (i.e. fase neurogénica) reflete a
ativagdo dos nociceptores, enquanto que a segunda fase envolve um processo
inflamatdrio local e de sensibilizacdo central (Dubuisson e Denis, 1977;
Clavelou et al.,, 1995; Puig e Sorkin, 1996). Em 2003, Anderson e
colaboradores demonstraram aumento das respostas nociceptivas a formalina
no 21° dia apds a constricdo do nervo infraorbital, no entanto, estes autores
empregaram uma dose elevada desta substancia (3%), e através da avaliagao
do tempo de grooming facial, demonstraram reducdo da segunda fase da
resposta dos animais constritos, sem diferencga significativa na primeira fase
entre animais constritos e falso-operados (Anderson et al., 2003).
Considerando outros comportamentos nociceptivos, tais como trismo e
vocalizagdo, estes autores observaram aumento significativo da fase Il da
resposta dos animais constritos, mas a fase | permaneceu igual entre os dois
grupos (constritos e falso-operados). O presente estudo mostra que a
administragcado de uma dose de efetividade sub-maxima de formalina (1%) induz
aumento significativo do tempo de grooming facial na fase Il do teste, em
diferentes periodos apods a constricdo. No entanto, apesar do aumento na
segunda fase, animais constritos ndo apresentaram uma resposta de fase |
significativa a formalina.

Variagdes, mesmo que sutis, na metodologia empregada em cada

estudo podem contribuir para as discrepancias que foram mencionadas. Neste
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sentido, um aspecto que deve ser levado em consideragéo € o tipo de acesso
cirargico utilizado para a realizagdo da constricdo. No modelo originalmente
proposto (Vos e Macievicz, 1991), o acesso ao nervo infraorbital foi feito pela
orbita, através do afastamento do globo ocular. J& Anderson et al. (2003) e
Imamura et al. (1997) empregaram um acesso intra-oral, e o presente estudo
fez uso de um acesso extra-oral. Estas duas ultimas opcdes de acesso
cirargico parecem ser menos invasivas, visto que na primeira delas s6 foi
observada uma redugdo no ganho de peso dos animais constritos em relagao
aos falso-operados nos primeiros dias apds a cirurgia, € na segunda ndo houve
qualquer diferenga significativa no ganho de peso dos animais, do 1° ao 120°
dia apdés a cirurgia (Imamura et al, 1997; presente estudo, dados né&o
mostrados). Por outro lado, no modelo proposto por Vos e Macievicz (1991), o
ganho diario de peso dos animais constritos foi menor que os falso-operados, e
passados 130 dias da cirurgia a média de peso corporal foi significativamente
menor nos animais constritos (Vos et al., 1994).

No entanto, diferencas realmente expressivas sao observadas quando
se compara o desenvolvimento da hipernocicepcéao a diferentes estimulos entre
modelos de lesdo de nervos periféricos e do nervo infraorbital. Estudos
demonstram que ratos comecam a apresentar hipernocicepcdo mecanica
ipsilateral 4 dias apds constricdo do nervo ciatico, que persiste por 3 semanas
(Tal e Bennett, 1994). O aparecimento da hipernocicepgéo ao calor também é
precoce neste modelo, porém sua duragédo bem mais prolongada (até 2 meses
apos a lesao, Bennett e Xie, 1988), enquanto que aquela ao frio foi detectada
apenas 30 dias apds a leséao, persistindo por mais 30 dias (Jasmin et al., 1998).

As respostas nociceptivas a doses sub-maximamente efetivas de formalina
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também foram potencializadas na fase Il do teste apds a lesdo de nervos
espinhais, porém, ao contrario do que observamos, a fase | nao foi alterada
(Cesena e Calcutt, 1999; LaBuda et al., 2001). Estas diferengas reforcam a
idéia de que o processamento nociceptivo no sistema trigeminal, devido as
suas peculiaridades, pode diferir em diversos aspectos, daquele decorrente da

ativacao de nervos espinhais.

5.2 Mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
hipernocicep¢ao mecanica, térmica e quimica apos a constricao do nervo
infraorbital.

Existem diversas evidéncias de que fibras do tipo C constituem as
principais vias de transmissdo de estimulos térmicos nocivos. Nossos
resultados corroboram estudos anteriores, mostrando que a hipernocicepg¢ao
térmica (ao frio e ao calor) induzida por lesao de nervos periféricos € mediada
principalmente por fibras sensiveis a capsaicina (Shir et al., 1990; Hao et al.,
1996).

Como mencionado anteriormente na introducao, existem dois tipos de
receptores, presentes em fibras C, que parecem mediar as respostas ao calor e
ao frio nocivos, TRPV1 e TRPA1, respectivamente. Embora seja amplamente
aceito que o TRPV1 é o principal mediador da hipernocicepgao ao calor, a
contribuicdo do TRPA1 para a hiperalgesia ao frio ainda é controversa (Bautista
et al., 2006; Kwan et al., 2006). Nossos resultados mostram que a
administracdo de capsaicina, agonista de receptores TRPV1, causa
hipernocicepcao ao calor em animais ndo operados, a qual € abolida tanto pela

deplecgao de fibras C, quanto pela administracao de capsazepina. Em adigao, a
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icilina, agonista nao seletivo de receptores TRPA1, produziu hipernocicepg¢ao
ao frio em animais ndo operados, a qual foi prevenida pela deplecao de fibras
C ou pelo tratamento com capsazepina, bem como potencializou a
hipernocicepcao ao frio em animais constritos. Embora a icilina n&o discrimine
entre receptores TRPA1 e TRPMS8, dados recentes da literatura mostram que
apenas os receptores TRPA1 sdo expressos por fibras sensiveis a capsaicina e
contribuem para o desenvolvimento da hipernocicep¢cao em condi¢gdes de dor
inflamatdria e neuropatica (Obata et al., 2005; Katsura et al., 2006). Além disso,
a capsazepina reduziu significativamente a hipernocicepgéo ao frio e ao calor
em animais constritos. Embora a capsazepina tenha sido considerada, por
muito tempo, um antagonista seletivo de receptores TRPV1 (Bevan et al.,
1992), Liu e Simon (1996) demonstraram que concentragdes de capsazepina
normalmente utilizadas para inibir respostas fisioldgicas evocadas pela
capsaicina em neurdnios do ganglio do trigémeo de ratos, também reduziam a
magnitude das correntes evocadas pela nicotina. Mais recentemente, Behrendt
et al. (2004) mostraram que a capsazepina inibia receptores TRPM8 de
camundongos e Weil et al. (2005) reproduziram estes achados em receptores
TRPM8 humanos. Em conjunto, estes dados mostram que receptores da
familia TRP, possivelmente TRPV1 e TRPA1, presentes em fibras C, medeiam
a hipernocicepgao térmica no sistema sensorial trigeminal, e sugerem que
antagonistas destes receptores apresentam potencial terapéutico no tratamento
deste sintoma.

A despeito das evidéncias de que a capsaicina e a icilina ativam
receptores distintos presentes em uma mesma sub-populacdo de fibras, a

injecao de icilina no labio superior dos animais nao induziu hipernocicepgao ao
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calor, assim como a injec¢ao local de capsaicina nao induziu hipernocicepg¢ao ao
frio. De maneira analoga, a co-administracdo destas substancias nao resultou
em potencializagdo da hipernocicepg¢ao ao frio (dados ndo mostrados). Uma
das possibilidades para a auséncia de interagao entre a capsaicina e a icilina
diz respeito as diferencas entre as temperaturas necessarias a sua ativacao.
Neste sentido, quando o TRPV1 é exposto a capsaicina, o rebaixamento da
temperatura causada pelo estimulo frio, para valores abaixo do limiar de
ativacdo, impede que o mesmo seja ativado. De modo analogo, quando o
TRPA1 é exposto a icilina, o mesmo é inativado quando a temperatura local é
elevada acima do limiar de ativagcdo deste receptor por aplicacdo de calor
radiante. Além disso, estudos “in vitro” demonstraram que a icilina nao ativa
células transfectadas com receptores TRPV1, enquanto que a capsaicina nao
ativa células que expressam heterologamente receptores TRPA1 ou TRPMS8
(Story et al., 2003). Adicionalmente, a icilina potencializa correntes evocadas
pelo frio e causa dessensibilizagcdo de receptores TRPM8 (Chuang et al.,
2004). Por outro lado, a dessensibilizagdo dos receptores TRPA1 so6 foi
demonstrada em resposta a exposicoes repetidas ao frio e ao dleo de mostarda
(Story et al.,, 2003). Nossos dados “in vivo” mostram que administragdes
repetidas de icilina tornam os animais refratarios ao frio, o que sugere uma
possivel dessensibilizacdo do receptor.

Ao contrario da hipernocicepgao térmica, a alodinia mecanica decorrente
da lesédo de nervos é considerada insensivel a deplegao de fibras C (Ossipov et
al.,, 1999). Neste estudo, buscou-se estabelecer o papel destas fibras na
hipernocicepg¢ao induzida por constrigdo do nervo infraorbital, mas a grande

maioria dos animais (~90%) tratados no periodo neonatal com capsaicina
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apresentou reducao significativa no limiar de resposta a estimulagdo mecanica
na vida adulta, quando comparados aos animais tratados no periodo neonatal
com veiculo (dados nao mostrados). Estes achados nos impediram de avaliar a
influéncia da deplegcao das fibras C na hipernocicepcdo mecanica neste
modelo. No entanto, tem sido demonstrado que o tratamento sistémico com
resiniferotoxina, um analogo 200 vezes mais potente que a capsaicina, também
causa aumento na sensibilidade a estimulagdo mecanica em ratos adultos.
Este efeito da resiferotoxina em produzir alodinia mecanica é atribuido, ao
menos em parte, a deplecéo das fibras C e consequente brotamento das fibras
AB em diregéo a alvos “incorretos” no corno dorsal da medula espinhal (Pan et
al., 2003). Em neurbnios do trigémeo, foi demonstrado que a deplegdo das
fibras C com capsaicina aumenta tanto o campo receptivo como a intensidade
das respostas a estimulacdo mecanica de mecanoreceptores de baixo limiar
(Kwan et al., 1999). Portanto, pode-se aventar a possibilidade de que a
deplecdo das fibras C resulte no rearranjo anatdbmico das vias sensoriais
trigeminais (i.e. remodelamento sinaptico), o qual seria responsavel pela
diminui¢ao do limiar mecanico em animais tratados com capsaicina no periodo
neonatal.

Desta forma, a demora para o aparecimento da hipernocicepg¢ao
mecanica também pode ser consequéncia do remodelamento sinaptico
associado a lesdo do nervo infraorbital, visto que esta dependeria do rearranjo
do sistema. Por outro lado, a hipernocicepcdo a estimulos térmicos, que é
mediada por fibras C, desenvolve-se mais rapidamente e sua redugao coincide
com o surgimento da hipernocicepgdo mecanica. Interessantemente, animais

cujas fibras C foram depletadas por capsaicina apresentaram aumento
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significativo na sensibilidade a estimulos térmicos pouco antes do
desenvolvimento da hipernocicepgao mecanica. Os mecanismos subjacentes a
este fendmeno ainda precisam ser esclarecidos, contudo, pode-se sugerir que
ele seja resultado do remodelamento do sistema sensorial, o qual pode
envolver alteragdes fenotipicas dos neurbnios, que passariam a expressar
receptores de frio e calor, ou a estabelecer novas conexdes sinapticas. E
possivel, ainda que pouco provavel, que o desaparecimento da
hipernocicepcao térmica a partir do momento em que os animais constritos
passam a apresentar sensibilidade exacerbada ao estimulo mecanico, seja
decorrente de um mecanismo de protecdo no qual o animal evita responder a
estimulagdo com frio ou calor com grooming facial, de modo a nao estimular
mecanicamente a area sensibilizada.

Outra possibilidade para o decurso temporal ndo coincidente da
hipernocicepcédo a estimulos mecanicos e térmicos também esta relacionada
aos tipos de fibras que transmitem estas informagdes sensoriais. No modelo de
dor neuropatica por ligagdo do nervo ciatico, foi demonstrado que o numero de
fibras C é reduzido a um terco do normal 5 a 14 dias apds a cirurgia (Sommer
et al., 1993). Embora este dado ainda nao tenha sido avaliado objetivamente
apos a constricdo do nervo infraorbital, nossos resultados indicam que a lesao
do nervo induz a perda de fibras do tipo C. Imagens obtidas por microscopia
confocal do ganglio do trigémeo no 4° dia apés a constricdo do nervo
infraorbital mostram redugdo substancial da imunoreatividade para |B4,
marcador de fibras C n&o peptidérgicas. A perda de fibras C poderia contribuir

tanto para a reducdo da sensibilidade a estimulos térmicos como para a
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auséncia da resposta de fase | a formalina, a qual € mediada principalmente
por este tipo de fibra (Pajot et al., 2000).

Ainda com relacdo a fase | do teste de formalina, pode-se aventar a
possibilidade de que a auséncia desta fase da resposta em animais constritos
seja resultado da estimulagdo exacerbada dos nociceptores, causada pela
injecao de formalina em uma regido onde as fibras encontram-se previamente
sensibilizadas pela constricado do nervo infraorbital. Dentro deste contexto, tem
sido demonstrado que altas doses de formalina estdo relacionadas com
reducao ou auséncia da fase | da resposta em ratos e camundongos (Rosland
et al. 1990, Wheeler-Aceto e Cowan, 1993). Em adicéo, foi relatado que a
amplitude maxima da resposta na fase |, no teste de formalina orofacial, foi
atingida com a dose de 1,5% e que concentracbes superiores estavam
associadas a reducgao do tempo de grooming facial e aparecimento de outros
comportamentos (i.e. freezing) raramente observados com concentragdes mais
baixas (Clavelou et al., 1995). Este efeito também ocorre na fase Il, mas
somente com concentragdes iguais ou superiores a 5%, 0 que sugere que a
fase | € mais susceptivel ao aparecimento de comportamentos capazes de
mascarar as respostas nociceptivas.

Por outro lado, a fase Il da resposta a formalina € mediada por fibras C,
Ad e por nociceptores “silenciosos”. Estes ultimos sado fiboras C e Ad
mecanicamente insensiveis, que sao sensibilizadas por mediadores
inflamataorios, tornando-se responsivas apenas na fase Il (Puig e Sorkin, 1995).
No presente estudo, a desnervagao neonatal com capsaicina reduziu em 60%
a fase Il da resposta a formalina em animais constritos e aboliu esta resposta

em animais falso-operados (dados ndo mostrados). Portanto, mesmo que a
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lesdo do nervo infraorbital acarrete a perda de fibras C, elas ainda parecem
contribuir significativamente para a fase Il da resposta a formalina. Além disso,
apesar de animais constritos ndo apresentarem uma resposta significativa na
fase |, a mesma foi abolida em animais falso-operados submetidos ao
tratamento neonatal com capsaicina (dados ndo mostrados). Em conjunto,
estes dados sugerem que as fibras do tipo C s&o essenciais na fase | do teste
de formalina orofacial e contribuem significativamente para as respostas

observadas na fase Il.

5.3 Influéncia de diferentes tratamentos na hipernocicepgcao a
estimulos mecanicos e térmicos no modelo de constricio do nervo
infraorbital.

Dores de origem neuropatica muitas vezes apresentam um componente
inflamatdrio, o que explica a eficacia analgésica de AINEs em alguns modelos
experimentais e em estudos clinicos (Cohen e Harris, 1987; Schafers et al.,
2004). Neste estudo, o tratamento dos animais com indometacina e celecoxibe,
em doses efetivas em reduzir a hipernocicepcdo térmica induzida por um
estimulo inflamatério (carragenina), ndo reduziu a hipernocicepg¢ao ao frio ou
ao calor causada por constricdo do nervo infraorbital. Estes resultados néo s6
mostram a diferenga na suscetibilidade da hipernociepcdo do modelo de
constricdo do nervo infraorbital e de um modelo de dor inflamatéria ao
tratamento com AINEs, como sugerem que PGs nao sejam importantes na
manutencdo da dor neuropatica neste modelo. Em contraste, a
hipernocicepcéao térmica induzida por constricdo do nervo ciatico é reduzida por

inibidores de COX-1 ou COX-2, mesmo quando administrados uma Uunica vez
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(Padi e Kulkarni, 2004; de Vry et al., 2004). Por outro lado, o tratamento dos
animais com dexametasona reduziu apenas discretamente e por um curto
periodo a hipernocicepcao a estimulos térmicos induzidos por constricdo do
nervo infraorbital, enquanto que aboliu a hipernocicepc¢ao ao frio induzida por
carragenina. Antiinflamatérios esteroidais como a dexamentasona atuam
principalmente por supressao da atividade de fatores de transcri¢cao, tais como
o fator nuclear kB; levando a reducdo da expressao de diversas citocinas e
proteinas pro-inflamatdrias, inclusive a COX-2 (para revisao ver De Bosscher et
al., 2000). Os resultados deste estudo indicam que, na hipernocicepgao térmica
induzida por constricio do nervo infraorbital, o efeito antinociceptivo da
dexametasona nao esta relacionado com a inibicdo da sintese de PGs , no
entanto este mecanismo pode estar contribuindo de modo importante ao efeito
da dexametasona na hipernocicepg¢éao ao frio induzida por carragenina.

Como mencionado anteriormente, a carbamazepina, assim como outros
anticonvulsivantes, sdo os farmacos de escolha no tratamento da neuralgia do
trigémeo. Os resultados deste estudo mostram que tanto a carbamazepina,
bem como a oxcarbazepina e a gabapentina, sdo eficazes em reduzir a
hipernocicepcao a estimulos térmicos em animais submetidos a constricdo do
nervo infraorbital. Embora, neste estudo, nenhum dos tratamentos tenha sido
capaz de alterar significativamente a hipernocicep¢ao mecanica, Christensen e
colaboradores (2001) demonstraram que inje¢des repetidas de gabapentina
causaram reducao parcial deste comportamento, sem acarretar disturbios
motores nos animais. Em adicdo, foi demonstrado que doses de
carbamazepina superiores a 10 mg/kg reduzem a alodinia mecanica no modelo

de constrigdo do nervo infraorbital, mas também causam prejuizo motor aos
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animais (ldanpaan-Heikkila e Guilbaud, 1999). Estes resultados corroboram as
observagbes clinicas de que, na maioria dos pacientes com neuralgia do
trigémeo, quando sado atingidas concentragdes plasmaticas terapéuticas de
carbamazepina, reagdes adversas tais como sedacédo, ataxia, vertigem e visao
borrada, surgem concomitantemente (Tomson et al., 1980; Fields et al., 1997).
Neste estudo optou-se por utilizar doses que nao estavam relacionadas ao
aparecimento de disturbios motores, a fim de que os mesmos nao interferissem
na interpretacdo das repostas. Possivelmente, por esta razdo, nao foi
demonstrada a reducdo da hipernocicepcdo mecanica com nenhum dos
tratamentos, e a oxcarbazepina e a gabapentina foram mais efetivas do que a
carbamazepina em reduzir a hipernocicepcao térmica. Novamente, a eficacia
destes tratamentos em reduzir a hipernocicepg¢ao térmica indica uma diferenca
importante entre os modelos de dor neuropatica por constricio do nervo
infraorbital ou por nervos espinhais, uma vez que a carbamazepina nio afetou
a hipernocicepgdo térmica induzida por ligacdo do nervo ciatico e a
gabapentina sé6 foi efetiva em doses muito mais elevadas (Hunter et al., 1997,
Fox et al., 2003).

Este conjunto de resultados nos levou a avaliar a influéncia de mais dois
tratamentos nas alteracbes de responsividade dos animais constritos,
objetivando demonstrar que a hipernocicep¢édo mecanica era passivel de
reducao por farmacos eficazes em modelos de dor neuropatica.

Anestésicos locais, como a lidocaina, tém se mostrado efetivos,
especialmente contra a alodinia mecanica, tanto em modelos de dor
neuropatica quanto em pacientes (para revisdo ver Mao e Chen, 2000). Uma

das razbes para esta seletividade reside no fato de que os disparos ectdpicos
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em fibras AP, os quais s&o suprimidos pela lidocaina, exacerbam a
sensibilidade a estimulos mecanicos. Como mencionado anteriormente, as
fiboras AP expressam preferencialmente canais de sodio sensiveis a
tetrodotoxina (Quashoff et al., 1995; Akopian et al., 1996). Estes, por sua vez,
tém a expressdao aumentada apds a lesdo de nervos, mas sao de 4 a 5 vezes
mais sensiveis aos efeitos da lidocaina em relacdo aos canais resistentes a
tetrodotoxina (Roy e Narahashi, 1992; Cummins e Waxman, 1997; Akopian et
al., 1999). Corroborando resultados de estudos com outros modelos de dor
neuropatica (Chaplan et al., 1995; Chen et al., 2004), o tratamento sistémico
dos animais com lidocaina reduziu significativamente a hipernocicepgéao
mecanica em animais submetidos a constricdo do nervo infraorbital. Embora,
nos estudos mencionados, o efeito da lidocaina tenha sido observado por até
14 dias apods sua administracdo, isto ndo €& condizente com a meia-vida
plasmatica deste farmaco, que no rato nao é superior a 30 minutos, de modo
gue o mecanismo de acao ainda precisa ser esclarecido (Keenaghan e Boyes,
1972).

Além de alterar o limiar a estimulacdo mecéanica, a lidocaina também
reduziu significativamente a hipernocicepg¢ao a estimulos térmicos induzida por
constricdo do nervo infraorbital, o que também ja foi demonstrado em outros
modelos de dor neuropatica (Jasmin et al., 1998; Chen et al., 2004). O ultimo
estudo mostrou ainda que a redugdo da hipernocicepcdo mecanica pela
lidocaina decorre da sua acdo sobre o SNC, enquanto que a reducao da
hipernocicepcéao térmica envolve sua agao em sitios centrais e periféricos. Este

resultado reforca a idéia de que a hipernocicepg¢ao a estimulos mecanicos e
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térmicos seja mediada por diferentes mecanismos e, portanto apresentem
sensibilidades distintas ao mesmo tratamento.

A despeito das controvérsias quanto a efetividade clinica dos opidides
no tratamento das dores neuropaticas, em muitos modelos animais sua
administragdo causa redugao da hipernocicepcdo a estimulos mecanicos e
térmicos (Bian et al., 1995; Lee et al., 1995; Chu et al., 2000, Tsai et al., 2000;
Deseure et al.,, 2002). Corroborando estes estudos, demonstramos que o
tratamento dos animais com morfina, agonista preferencial de receptores
opidides do tipo p, aboliu a hipernocicepg¢ao térmica e mecanica, por até 90
minutos. A ineficacia dos opidides na dor neuropatica, especialmente contra a
alodinia mecanica, € atribuida ao fato de que mais de 75% dos receptores
opidides pré-sinapticos sdo expressos por fibras do tipo C (para revisdo ver
Dickenson e Suzuki, 2005). Desta forma, o numero de receptores opidides
seria reduzido expressivamente apdés a lesdao de nervos, visto que esta
condigdo leva a perda de uma percentagem significativa de fibras C. No
entanto, tem sido demonstrado que o sitio de agdo dos opidides na dor
neuropatica € supra-espinhal, pois a administragcao sistémica ou i.c.v., mas nao
local ou intratecal, de agonistas opidides reduz a alodinia mecanica apds a
les&o de nervos periféricos em ratos (Lee et al., 1995).

A resisténcia ao uso de opidides no tratamento de pacientes com dor
neuropatica ndo é resultado apenas da descrenga na sua eficacia analgésica
nesta condicdo, mas também da preocupagdo dos clinicos com o
desenvolvimento de tolerancia, dependéncia, bem como de reacdes adversas
associadas a esta classe de farmacos, que incluem sedagdo, disforia e

constipacéo (para revisdo ver Martin e Eisenach, 2001). No entanto, tendo em
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vista a multiplicidade de mecanismos envolvidos na dor neuropatica e o efeito
limitado das monoterapias (seja pela baixa eficacia ou pela necessidade de
altas doses que causam reacgbes adversas intoleraveis), o uso de opidides
associados a outros farmacos, como anticonvulsivantes ou bloqueadores de
receptores NMDA, deve ser considerada. Neste sentido, no modelo de
constricdo do nervo infraorbital, demonstrou-se que a associacdo de morfina
com um antagonista de receptores NMDA, em doses que ndo alteravam o
limiar a estimulagdo mecanica, reduziu significativamente a hipernocicepg¢ao
mecanica sem causar disturbios motores nos animais (Christensen et al.,
1999). Outras vantagens desta associagao incluem a redugao da tolerancia e o
aumento da eficacia analgésica dos opidides obtidos com o bloqueio de
receptores NMDA, as quais ja foram amplamente demonstradas (Mao et al.,

1995; Inturrisi, 1997; Wiesenfeld-Hallin, 1998).

5.4 Participagdo das endotelinas na dor neuropatica induzida por
constricdo do nervo infraorbital em ratos.

Corroborando as evidéncias a respeito das ag¢des hiperalgésicas das
endotelinas, no presente estudo a administragao de ET-1 no labio superior dos
animais causou hipernocicepc¢ao bilateral ao frio e ao calor, que persisitiu por
até 5 horas apds a injegdo, bem como hipernocicep¢gao mecanica, restrita ao
lado ipsilateral, que persistiu por igual periodo. A despeito das diferentes
caracteristicas da hipernocicepc¢ao induzida por constricdo do infraorbital e por
administragcao de ET-1, estes dados, por si s6, sugerem que estes peptideos
possam ser mediadores importantes da hipernocicep¢ado na regido orofacial

causada por constricao do nervo infraorbital. Neste sentido, possiveis fontes de
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endotelinas que medeiam a hipernocicepcdao aos diferentes estimulos sao
células inflamatdrias, tais como macréfagos e mastocitos (Ehrenreich et al.,
1990, 1992), e as proprias fibras aferentes primarias trigeminais (Milner et al.,
2000). Este ultimo estudo demonstrou que a destruicdo de fibras C pelo
tratamento neonatal dos animais com capsaicina leva a reducgao significativa da
imunoreatividade para endotelinas no ganglio do trigémeo.

Com o objetivo de melhor investigar esta possibilidade, outro aspecto
que foi avaliado, pela primeira vez, neste estudo foi a expressao e localizacao
dos receptores de endotelina no ganglio do trigémeo dos animais. Estudos
anteriores ja haviam demonstrado RNA mensageiro para receptores ETg e
imunoreatividade para endotelinas nesta estrutura (Kitano et al., 1998; Milner et
al., 2000). No entanto, a presenca de receptores ETa, bem como a distribuigédo
destes receptores nos diferentes tipos celulres do ganglio do trigémeo, ainda
nao tinham sido avaliados. Neste estudo demonstrou-se que tanto receptores
ETs como ETa sdo expressos por células do ganglio do trigémeo. Quanto a
localizacdo, receptores ETg foram detectados em fibras do tipo C nao
peptidérgicas e células satélites da glia, enquanto que receptores ETp séo
expressos tanto por fibras C, quanto por fibras do tipo A do ganglio do
trigémeo.

A expressao e a localizagao dos receptores de endotelina também foram
avaliadas em animais submetidos a constricado do nervo infraorbital. No ganglio
do trigémeo destes animais, os niveis de expressao dos receptores ETa € ETg
nao diferiram dos de animais do grupo controle 4 dias apds a cirurgia, no
entanto ambos estavam aumentados 15 dias apds a constricdo. Com relagao a

localizagdo dos receptores de endotelina em géanglio do trigémeo de animais
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constritos, receptores ETa ainda foram detectados em fibras do tipo A, bem
como o perfil de expressdo de receptores ETg em células satélites nao foi
alterado. No entanto, a co-localizagao entre receptores ET ou ETg € fibras C ja
ndo é tdo nitida. Como mencionado anteriormente, a lesédo de nervos leva a
perda de fibras do tipo C, e a andlise das imagens obtidas no presente estudo
sugere que, 4 dias apdés a constricdo, este fenbmeno ja esteja sendo
observado. Deste modo, a dificuldade de se observar uma co-localizagao nitida
entre os receptores de endotelina e esta sub-populacdo de fibras pode ser
resultado da diminuicido expressiva da imunoreatividade para o marcador 1B4
em ganglios de animais constritos. Além disso, no ganglio da raiz dorsal de
ratos submetidos a constricdo do nervo ciatico, Pomonis e colaboradores
(2001) identificaram receptores ETao em aproximadamente 76% das fibras C
peptidérgicas e em 23% das fibras de médio diametro (Ad). Por outro lado,
receptores ETg foram identificados na grande maioria das células satélites, mas
nao em outros tipos celulares. Portanto, se de maneira analoga ao ganglio da
raiz dorsal, no ganglio do trigémeo os receptores de endotelina forem
expressos predominantemente por fibras C peptidérgicas, seria muito mais facil
evidenciar a co-localizagdo se esta sub-populacdo de fibras tivesse sido
marcada.

Complementando os resultados obtidos “in vitro”, diversos resultados
funcionais deste estudo demonstram que as endotelinas contribuem de
maneira significativa para as alteragbes na responsividade dos animais a
estimulagdo mecanica, quimica e principalmente térmica da regido orofacial,

em um modelo de dor neuropatica trigeminal. Como em outros modelos,
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observamos que os receptores que medeiam os efeitos hipernociceptivos das
endotelinas diferem, de acordo com a natureza do estimulo aplicado.

Nesse sentido, o aumento do limiar de resposta dos animais a
estimulacdo mecanica orofacial s6 foi obtido com o bloqueio seletivo de
receptores ETg, contrastando com os resultados de Jarvis et al. (2000) e Klass
et al. (2005), nos quais a reducado da alodinia mecanica da pata induzida por
diabetes ou por constricdo do nervo ciatico, foi alcangada com o bloqueio de
receptores ETa. Por outro lado, tanto no estudo de Jarvis et al. (2000) como no
presente estudo, o efeito anti-alodinico decorrente do bloqueio seletivo de um
receptor foi reduzido pelo bloqueio simultdneo de ambos (ETa e ETg). As
evidéncias de que os receptores ETg funcionam como receptores de clearance
para ET-1, e que sua ativagédo pode levar a liberagdo de opidides enddgenos,
apontam para a existéncia de uma interagcdo modulatéria entre os dois
receptores (Fukuroda et al., 1994; Khodorova et al., 2003). No entanto, o efeito
que observamos parece depender de um tipo diferente de interagdao, onde
receptores ETa funcionais sdo necessarios para o efeito anti-alodinico
decorrente do bloqueio de receptores ETg.

Particularmente, no modelo de constricdo do nervo infraorbital, a
reducdo da hipernocicep¢ao mecanica decorrente do bloqueio de receptores
ETg foi totalmente suprimida pelo bloqueio concomitante de receptores ETa,
tanto pela co-administracdo de atrasentan e A-192621, quanto pelo tratamento
dos animais com bosentan. Uma possibilidade para este efeito € que o
bloqueio dos receptores ETa estaria reduzindo a intensidade do bloqueio dos
receptores ETg por aumentar a concentracdo de ET-1 disponivel, a qual

poderia competir com o antagonista ETg pelos mesmos sitios de ligagdo. Neste
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caso, seria esperado que o bloqueio seletivo de receptores ETa resultasse no
aumento da hipernocicepcao a estimulagdao mecanica. Porém, a constricdo do
nervo infraorbital induz a redugdo maxima do limiar de resposta dos animais, o
que impede a observacao de uma reducao adicional deste limiar de resposta.

Adicionalmente, a participagcdo das endotelinas através da ativacao de
receptores ETg na hipernocicepgao mecanica é condizente com o aumento da
expressao de receptores ETg detectados no 15° dia apds a cirurgia, periodo em
que este comportamento foi avaliado. Em adicdo, receptores ETg foram
identificados em células da glia do ganglio do trigémeo de animais constritos e
existem diversas evidéncias que implicam estas células na transmissao de
informacdes nociceptivas.

A lesao de nervos periféricos acarreta aumento sustentado da expressao
de astrécitos no SNC, o qual se correlaciona com a participacado destas células
na manutengao da hipernocicep¢do mecanica (Tanga et al., 2004; Zhuang et
al., 2005; Tanga et al., 2006). Além disso, um estudo recente demonstrou que a
lesdo dos nervos mentoniano e alveolar inferior, ramos da divisdo mandibular
do nervo trigémeo, induz a ativagado de astrécitos no subnucleo caudal e que
estes estariam envolvidos na hipernocicep¢ao mecéanica nestes modelos (Piao
et al., 2006).

No ganglio do trigemeo, a lesdo de fibras sensoriais aumentou a
expressao das células satélites, observada através do aumento da reatividade
ao marcador GFAP, enquanto que apds a axotomia do nervo infraorbital foi
demonstrado aumento do acoplamento entre células satélites e neurbnios, o
qual foi seguido do aumento da excitabilidade de ambos os tipos celulares

(Stephenson e Byers, 1995; Cherkas et al., 2004). Tem sido proposto que
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células gliais periféricas contribuem para o desenvolvimento da dor
neuropatica, principalmente de duas maneiras, pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatdérias e pela geracdo de disparos ectépicos. Especificamente, no
modelo de constricdo do nervo infraorbital, foi demonstrado aumento
significativo no nivel de IL-6 nos nervos lesionado e n&o lesionado, bem como,
bilateralmente no complexo sensorial trigeminal, o qual se propde estar
relacionado com o desenvolvimento da hipernocicepgao mecanica (Anderson e
Rao, 2001).

Este conjunto de dados nos leva a sugerir que a participagao das
endotelinas na hipernocicep¢ao mecanica possa ser decorrente da ativacao de
receptores ETg presentes em células gliais periféricas, e possivelmente envolva
a liberagao de citocinas inflamatérias. Neste sentido, ja foi demonstrado que a
ET-1, atuando em receptores ETg, € capaz de ativar células de Schwann, e que
a ativacao de receptores ETg em astrocitos induz a liberacédo de IL-6 e TNFa
(Mayer et al., 1999; Morga et al., 2000).

Diferentemente da hipernocicepcdo mecanica, a fase Il do teste de
formalina foi reduzida significativamente pelo bloqueio de receptores ETa, mas
nao de receptores ETg. Este teste foi realizado 20 dias apds a cirurgia, periodo
no qual também foram realizados os experimentos envolvendo estimulagao
mecénica (15 a 20 dias apds a constricdo). Neste periodo, tanto a expresséo
de receptores ETa, como de receptores ETg, estda aumentada no ganglio do
trigémeo, o que sugere que a mediagado desta resposta somente por receptores
ETa ndo é resultado simplesmente de uma down-regulation de receptores ETg.
Por outro lado, considerando que a resposta bifasica induzida pela injecao de

formalina 2,5%, no labio superior de animais nao operados, é reduzida apenas
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por antagonistas de receptores ETa (Chichorro et al., dados nao publicados), o
pressuposto de que o tipo de receptor que medeia cada resposta depende da
modalidade de estimulo utilizado, parece ser mais plausivel.

Corroborando esta hipotese, neste estudo a participacdo das endotelinas
na hipernocicepgao a estimulos térmicos (frio e calor) envolveu a ativagao dos
dois tipos de receptores, ETo e ETg, diferentemente do que havia sido
observado com a estimulagdo mecanica e quimica. Estes dois tipos de
receptores foram detectados no ganglio do trigémeo no periodo em que as
respostas ao frio e ao calor foram avaliadas. No entanto, seus niveis de
expressdo nao sao significativamente diferentes entre animais constritos e
falso-operados.

Na hipernocicepcédo ao frio, os antagonistas nao peptidicos seletivos,
atrasentan e A-192621, reduziram parcialmente as respostas por até 150 min
apos sua administracdo. Contudo, o bloqueio simultaneo dos receptores ETa e
ETg com bosentan aboliu a hipernocicepcao por 6 horas. Este efeito adicional
do bosentan pode estar relacionado a sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, e conseqlientemente atuar em sitios do sistema nervoso
central, caracteristica exclusiva deste antagonista (Patel et al., 1994; McAuley
et al.,, 1996). A possibilidade de sinergismo entre as vias ativadas por
receptores ETa e ETg para explicar o efeito do bosentan parece ser menos
provavel, ja que a associagdo dos antagonistas peptidicos (BQ-123 e BQ-788)
nao reflete uma somagao dos seus efeitos anti-hiperalgésicos isolados.

Por outro lado, a participagdo das endotelinas na hipernocicepcao ao
calor parece envolver apenas mecanismos periféricos, uma vez que o bloqueio

simultdneo dos receptores pela co-administracédo local dos antagonistas
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peptidicos (BQ-123 e BQ-788) aboliu esta resposta, além de causar efeito mais
prolongado que quaisquer dos antagonistas administrados separadamente. Em
adicao, o tratamento dos animais com um antagonista ndo peptidico seletivo
para receptores ETg (A-192621) elevou a resposta dos animais constritos aos
niveis basais e este efeito persistiu por mais de 2 h. Redugao significativa, e
até mesmo reversao transitéria, da hipernocicep¢ao ao calor também foram
observadas com o tratamento dos animais com o antagonista n&do peptidico
seletivo para receptores ETa, atrasentan. O tratamento dos animais com
bosentan nao resultou em um efeito antinociceptivo de maior magnitude ou de
maior duragdo do que aquele causado pelos antagonistas nao peptidicos
administrados separadamente. Pelo fato do bosentan ser o Unico antagonista
utilizado neste estudo capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, este
dado reforca a hipotese de que a ativacdo de receptores periféricos de
endotelinas € mais importante na hipernocicepcéo ao calor.

Considerando este conjunto de resultados, ndo é possivel explicar de
modo simples os diferentes efeitos induzidos pelos antagonistas de receptores
ETa e ETg nas respostas a estimulagao térmica, mecanica ou a formalina. No
entanto, sabe-se que diferentes tipos de receptores sao ativados em resposta a
cada um destes estimulos, mas apenas alguns deles ja estdo bem
caracterizados (e.g.TRPV1). Portanto, se as endotelinas forem capazes de
interagir e/ou modular diferentemente estas moléculas, através da ativagao de
receptores distintos (ETa ou ETg), o efeito resultante do bloqueio de cada um
dos seus receptores também poderia ser diferente. Dentro deste contexto,
recentemente demonstrou-se que a ET-1 é capaz de potencializar a atividade

de receptores TRPV1 através da ativagdo de receptores ETp (Plant et al.,
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2006), o que esclareceria o envolvimento destes receptores na mediagao da
hipernocicepgado térmica em diversos modelos (Menéndez et al., 2002;
Baamonde et al.,, 2004a). Por outro lado e também recentemente, foi
demonstrado que a alodinia mecanica induzida por ET-1 envolve a ativagao de
receptores ETp e ETg e é prolongada pela ativagado de receptores TRPV1
(Balonov et al., 2006). Portanto, as maneiras pelas quais as endotelinas
interagem com essas moléculas, bem como os resultados destas interagdes,
ainda precisam ser mais bem avaliados.

Aspectos que devem ser considerados quando se avalia substancias
com potencial para o tratamento de dores crénicas incluem a duragao do seu
efeito analgésico, bem como a sua biodisponibilidade por uma via que seja
mais apropriada para o paciente. Neste estudo, foi demonstrado que a
magnitude de redugdo da hipernocicepgao ao frio pelo atrasentan e A-192621
foi semelhante apds administracdo por via oral ou endovenosa. Com a
administragdo oral, o inicio do efeito analgésico foi retardado, o que era
previsto, porém a duracdo do efeito foi semelhante aquele obtido com a
administragcdo endovenosa do atrasentan, e mais prolongado do que aquele
observado com a administragdo endovenosa do A-192621. Em adicdo, a
administracao repetida destes antagonistas (3 vezes, em intervalos de 24 h),
apos o estabelecimento da hipernocicepgéo ao frio, prolongou o efeito do A-
192621 por 24 h além do término deste tratamento, enquanto que o efeito do
atrasentan, apos duas administracdes, persistiu por mais 7 dias. Considerando
que a meia via plasmatica destes antagonistas, apds administragao oral em
ratos, € de aproximadamente 6 h (Wessale et al., 2002), o bloqueio persistente

de receptores ETg, mas principalmente de receptores ETa pode estar
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relacionado tanto com a indugdo de uma analgesia de longa duragao,
possivelmente por ativagado de sistemas inibitérios endégenos, bem como estar
blogueando algum mecanismo necessario para a manutengdo da
hipernocicepcdo. Considerando que animais tratados diariamente com
atrasentan (5 doses), comegando antes e durante o estabelecimento da
hipernocicepcdo ao frio, desenvolveram normalmente esta resposta, nao
parece provavel que o bloqueio persistente dos receptores ETa esteja
interferindo  com o desenvolvimento da hipernocicepgao. Entretanto,
independente do mecanismo envolvido neste efeito, este resultado é
importante, principalmente, por se tratar de um modelo de dor neuropatica.

Tendo em vista as diferencas na densidade da localizacido de receptores
de endotelina entre animais constritos e ndo operados, pode-se sugerir que a
hipernocicepgado causada por administracdo de ET-1 exdégena, bem como as
acdes das endotelinas enddgenas na hipernocicepg¢éo induzida por constricao
do nervo infraorbital, ndo sejam mediadas por receptores presentes nas
mesmas sub-populacdes de fibras. Enquanto que os receptores que medeiam
as agbes da ET-1 exdégena ainda precisam ser caracterizados, a
hipernocicepcdo induzida por constricdo do nervo infraorbital envolve a
ativacao de ambos receptores de endotelina, somente ETg e somente ETa aos
estimulos térmico, mecanico e quimico, respectivamente. Apesar de uma unica
dose do antagonista de receptores ETa/ETg bosentan nao ter sido efetiva em
controlar ataques de enxaqueca em pacientes (May et al., 1996), a eficacia do
bloqueio dos receptores de endotelina em reduzir a hipernocicepcdo a
estimulos térmico, quimico e principalmente mecanico induzida por constricao

do nervo infraorbital sugere que estes receptores possam constituir alvos
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terapéuticos potencialmente relevantes para o controle da dor neuropatica

trigeminal.



6. Conclusdo
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v' A constricdo unilateral do nervo infraorbital de ratos induziu
hipernocicepgao a estimulagdo mecanica, térmica e quimica da regiao

orofacial com decursos temporais distintos (Esquema 1).

Frio e Calor Mecdnico  Quimico

Aumento da sensibilidade
a estimulagdo

2 4 6 o 0 1500z

Tempo (dias apés a constrigdo do nervo infraorbital)

Esquema 1 - Decurso temporal da hipernocicep¢ao orofacial a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos induzida por constricao do nervo infraorbital de
ratos. As linhas pontilhadas indicam o periodo em que os animais foram testados nos
experimentos posteriores. A porgao tracejada das curvas do frio e do calor indica o

periodo em que estas respostas sdo mediadas por fibras sensiveis a capsaicina.

v A hipernocicepgao térmica induzida por constricido do nervo infraorbital
foi sensivel ao tratamento com anticonvulsivantes, mas pouco sensivel a
dexametasona e resistente ao tratamento com AINEs. Tanto a hipernocicepgao
térmica quanto a mecanica foram reduzidas pelo tratamento com cloridrato de
morfina e cloridrato de lidocaina. A suscetibilidade destas respostas a estes

tratamentos denota o carater neuropatico deste modelo (Esquema 2).



TRATAMENTO HIPERNOCICEPCAO
Frio Calor Mecénico

Indometacina © © ?
Celecoxibe © > ?
Dexametasona 2 \ ?
Carbamazepina J J PR
Oxcarbazepina { J YA
Gabapentina J J VRS
Morfina 0 \ \
Lidocaina \} \! \
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Esquema 2 - Influéncia de diferentes tratamentos na hipernocicepg¢ao térmica e

mecanica induzida por constrigdo do nervo infraorbital. Os simbolos {, <> e ?

indicam reducéo, sem alteragao ou ndo avaliado, respectivamente.

4 A administracdo de ET-1 no labio superior de animais ndo operados

induziu hipernocicep¢ao a estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos. Os

receptores que medeiam as agdes da ET-1, com exceg¢ao da hipernocicepgcao

ao estimulo quimico, que é mediada apenas por ativacdo de receptores ETp,

ainda precisam ser investigados (Esquema 3).
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Esquema 3 - Localizagcao dos receptores envolvidos na hipernocicepg¢ao a
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos induzida por administragao de ET-1
no labio superior de ratos nao operados. A hipernocicepgao térmica (ao frio e ao
calor) induzida por ET-1 pode ser mediada por receptores ETx e ETg, visto que ambos
foram detectados em fibras C. A hipernocicep¢do mecanica pode ser causada tanto
por ativacao direta de receptores ET, e/ou ETg presentes em nociceptores polimodais
(fibras C e Ad) quanto indiretamente, pela ativagao de receptores ETg presentes em
células da glia. A hipernocicepc¢ao a formalina envolve somente ativagao de receptores
ET,, e estes estdo presentes nos dois tipos de fibras que medeiam esta resposta (C e

A3).
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v A hipernocicepgcao a estimulos térmicos (frio e calor) induzida por
constricdo do nervo infraorbital de ratos foi substancialmente reduzida pelo
bloqueio de receptores ETa e/ou ETg. Em contraste, a hipernocicepcédo a
estimulos mecéanicos sé foi reduzida por antagonistas de receptores ETg,
enquanto que a hipernocicepcdo a estimulos quimicos envolveu somente a
ativacao de receptores ETa.
4 A constricdo do nervo infraorbital ndo alterou significativamente a
expressao dos receptores de endotelina em ganglios do trigémeo coletados 4
dias apds a cirurgia, no entanto causou um aumento da expressao de
receptores ETa € ETg 15 dias apds a constricao.
v Com relagédo a localizagdo dos receptores ETao e ETg em ganglios de
animais constritos ha 4 dias, a presenga de ambos ja ndo é mais tao nitida em
fibras do tipo C ndo peptidérgicas, que também sdao menos evidentes. Sua
presenca em fibras C peptidérgicas ainda precisa ser investigada. No entanto,
a co-localizacao de receptores ETa e fibras A, bem como de receptores ETg e

células da glia permanece bastante clara (Esquema 4).
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Esquema 4 - Participagcao das endotelinas através da ativacao de receptores ET,
e/ou ETg na hipernocicepgcdo a estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos
induzida por constricao do nervo infraorbital de ratos. Receptores ET, presentes
em fibras C nao peptidérgicas e fibras A sao possiveis mediadores da hipernocicepgao
a estimulos quimicos. A hipernocicepg¢ao a estimulos térmicos pode ser mediada por
ativacao de receptores ET, e ETg presentes em fibras C, tanto ndo peptidérgicas,
onde ainda ha indicios de co-localizagdo apds a constricdo, quanto ndo peptidérgicas,
onde nao foi avaliada a presenca destes receptores. Receptores ETg em células da
glia podem estar mediando a hipernocicepgdo a estimulos mecanicos. Possiveis
fontes de ET-1 enddgena que induz tais respostas sdo macrofagos, mastoécitos,

células da glia e as proéprias fibras aferentes primarias.
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Abstract

The susceptibility of changes in responsiveness to noxious cold stimulation of rats submitted to chronic constriction of the infra-
orbital nerve (CION) or carrageenan to drug inhibition was compared. Nocifensive responses were measured as total time rats
engaged in bilateral facial grooming with both forepaws over the first 2 min following tetrafluoroethane spray application to the
snout. Carrageenan (50 pg, s.c. into upper lip) caused short-lived ipsilateral cold hyperalgesia (peak at 3 h: vehicle 8.4 + 1.3, carra-
geenan 21.2 4 3.0 s) which was markedly suppressed by i.p. indomethacin (4 mg/kg), celecoxib (10 mg/kg) or s.c. dexamethasone
(0.5 mg/kg), endothelin ET, or ETy receptor antagonists (BQ-123 and BQ-788, respectively; 10 nmol/lip). CION caused ipsilateral
cold hyperalgesia between Days 2 and 12, which peaked on Days 4 (sham 15.3 + 1.8, CION 32.4 + 5.3 5) to 6. Established peak
CION-induced cold hyperalgesia was unaffected by indomethacin and celecoxib, whereas dexamethasone, BQ-123, BQ-788, and
i.v. injections of selective antagonists of ET 4 (atrasentan, 3-10 mg/kg) or ETg (A-192621, 5-20 mg/kg) receptors caused significant
inhibitions lasting 1-2.5 h (peaks ~65-90%). Bosentan (dual ET »/ETg receptor antagonist, 10 mg/kg, i.v.) abolished CION-induced
cold hyperalgesia for up to 6 h. Thus, once established, CION-induced orofacial hyperalgesia to cold stimuli appears to lack an
inflammatory component, but is alleviated by endothelin ET, and/or ETy receptor antagonists. If this CION injury model bears
predictive value to trigeminal neuralgia (i.e., paroxysmal orofacial pain triggered by various stimuli), endothelin receptors might
constitute new targets for treatment of this disorder.
© 2006 International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Trigeminal neuralgia; Endothelin; Rat; Cold

1. Introduction for TN provide reliable and permanent pain relief in all

patients, so further knowledge into the mechanisms

Trigeminal neuralgia (TN) is a form of neuropathic
pain characterized by severe lancinating pain in oro-
facial regions innervated by the trigeminal nerve. None
of the medical or surgical procedures currently available

* Corresponding author. Tel.: +55 48 33319491; fax: +55 48
33375479.
E-mail address: garae@farmaco.ufsc.br (G.A. Rae).

underlying this condition and new effective treatment
strategies is clearly warranted.

As most cases of TN are caused by sensory nerve root
compression (Gardner and Miklos, 1959; Jannetta,
1967), Vos and Maciewicz (1991) developed a rat model
of trigeminal neuropathic pain produced by chronic
constriction of the infraorbital nerve (CION), a branch
of the trigeminal nerve. This model reproduces

0304-3959/$32.00 © 2006 International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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important aspects of TN, including signs of abnormal
spontaneous pain-related behavior, mechanical allodyn-
ia (Vos and Maciewicz, 1991; Vos et al., 1994), heat
hyperalgesia (Imamura et al., 1997), and inflammatory
hypersensitivity (Anderson et al., 2003). These orofacial
CION injury-induced sensory changes resemble those
seen in neuropathic pain of the hind limb following inju-
ry to sciatic or L5/L6 spinal nerves, but it is unknown if
this resemblance extends to hyperalgesia to cold stimuli
seen in these models (Choi et al., 1994; Lee et al., 2000).
This aspect seems particularly relevant as enhanced
responsiveness to cold stimulation is frequently
observed in patients with TN and other forms of chronic
neuropathic pain (Hampf et al., 1990; Rappaport and
Devor, 1994; Eide and Rabben, 1998).

On the other hand, the tactile allodynia of rats with dia-
betic neuropathy is temporarily attenuated by atrasentan,
a highly selective antagonist of endothelin ET 5 receptors
(Jarvis et al., 2000). These, as well as ETg receptors, are
expressed by various cells including central and peripheral
neurons (Kurokawa et al., 1997; Pomonis et al., 2001) and
specifically targeted by peptides of the endothelin family,
which includes endothelin-1, endothelin-2, and endothe-
lin-3, to produce a multitude of effects (Yanagisawa
et al., 1988; for review, see Masaki, 2004). Among such
effects, endothelins (mainly endothelin-1) can trigger pain
or overt nociception in humans and animals (Ferreira
etal., 1989; Raffa et al., 1996; Davar et al., 1998; Piovezan
et al., 2000), as well as hyperalgesia to noxious chemical,
mechanical, and thermal stimuli (Piovezan et al., 1998,
2000; Menendez et al., 2003; da Cunha et al., 2004). More-
over, endogenous endothelins contribute significantly to
pain and/or hyperalgesia of inflammatory, immune, neu-
ropathic, and neoplasic origins (De-Melo et al., 1998;
Griswold et al., 1999; Jarvis et al., 2000; Wacnik et al.,
2001; Piovezan et al., 2004). Finally, endothelins can be
produced by many cell types in the CNS (Giaid et al.,
1991; Yamada and Kurokawa, 1998) and in peripheral
sensory ganglia, including those of the trigeminal gangli-
on (Milner et al., 2000).

In light of these considerations, the present study
aimed to evaluate changes in nocifensive responses elic-
ited by cold stimuli applied to the snout of rats submit-
ted to CION or to injection of the inflammatory
stimulus carrageenan into the upper lip, as well as their
susceptibility to reversal by treatment with non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs), dexamethasone,
and endothelin ET, and/or ETg receptor antagonists.

2. Methods
2.1. Animals
Experiments were conducted on male Wistar rats weighing

180-200 g, housed five to a cage at 22 4+ 1 °C on a 12-h light/
dark cycle (lights on at 07:00 h) with free access to laboratory

chow and tap water. They were acclimatized to the laboratory
for at least 48 h before use. All experiments were conducted
under the ethical guidelines of the International Association
for the Study of Pain (Zimmermann, 1983) and the experimen-
tal procedures were previously approved by the Committee on
the Ethical Use of Animals of the UFSC, where the study was
conducted.

2.2. Surgical procedure for producing CION

The method for producing CION was slightly different
from that originally proposed by Vos et al. (1994). Briefly, rats
were anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injection of a
mixture of ketamine and xylazine (50 and 10 mg/kg, respec-
tively) and an incision was made in the skin of the snout, under
the right eye, about 3 mm caudal to the mystacial pads. The
superior lip elevator and anterior superficial masseter muscles
were bluntly dissected to expose the rostral end of the ION, as
it emerged from the infraorbital fissure. Special care was taken
not to damage the facial nerves. Two silk 4-0 ligatures were
then tied loosely and 2 mm apart around the ION and the
wound was closed with additional silk sutures (4-0). Sham-op-
erated rats were treated identically, but no ligatures were
applied to the ION. After surgery, all rats were treated with
oxytetracycline (60 mg/kg; intramuscular) and maintained in
a warm room until they recovered from anesthesia.

2.3. Cold stimulation

Before each testing session animals were placed in individ-
ual plastic observation cages and left to adapt to the environ-
ment for at least 1 h. After this period, they usually displayed
considerable sniffing, but very little locomotor activity. Cold
stimulation was applied by the experimenter in the form of a
brief 1-s spray of tetrafluoroethane to the center of one of
the vibrissal pads, while gently restraining the animal in its
cage by placing one hand around its trunk. The total duration
of bilateral facial grooming behavior with both forepaws
directed to the snout was recorded, using a stopwatch, over
the first 2 min following application of the cold stimulus, as
an index of the intensity of nocifensive responsiveness. Preli-
minary experiments in naive rats revealed that the incidence
of grooming behavior at time points beyond 2 min after cold
stimulation was not different from that seen in non-stimulated
animals. The intensity of the cold stimulus was assessed in a
separate group of animals, by placing a commercially available
contact thermode on the surface of the vibrissal pad and mea-
suring the skin temperature, as previously described (Roytta
et al., 1999), before, immediately after the tetrafluoroethane
spray, and then again 2 min later.

2.4. Experimental procedures

2.4.1. Effects of carrageenan

After assessing initial basal responsiveness to the cold stim-
ulus as described above, the animals received a subcutaneous
(s.c.) injection of carrageenan (50 pg) or saline 0.9% (50 pl)
into the upper lip, and the cold stimulus was repeated to either
vibrissal pad every hour for up to 5 h. Alternatively, when test-
ing the susceptibility of carrageenan-induced sensory changes
to inhibition by anti-inflammatory drugs or endothelin
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receptor antagonists (see below), the cold stimulus was applied
only to the pad ipsilateral to the lip injected with carrageenan
or the corresponding vehicle.

2.4.2. Effects of CION

To establish the time course of the CION-induced changes
in nocifensive responsiveness to cold stimulation, the cold
stimulus was applied to naive rats or to the ipsilateral or con-
tralateral side of sham-operated or nerve-injured rats one day
before the surgery (to determine basal responsiveness) and
then again at 2- or 4-day intervals up to 28 days post-surgery.
In the experiments designed to investigate the effects of drug
treatments on CION-induced changes in responsiveness, the
cold stimulus was applied solely to the vibrissal pad ipsilateral
to CION. Rats in these groups were tested once before surgery
and then several times on Day 4, starting immediately prior to
treatment and then at 1 h (or in some cases 30 min) intervals
up to a maximum of 8 h after drug administration. In some
groups, the procedure described above for Day 4 was repeated
on Days 5 and 6.

2.4.3. Effects of endothelin-1 and IRL-1620

To assess the possible effect of endothelin receptor agonists
on nocifensive responsiveness to orofacial noxious cold stimu-
lation, naive rats received a s.c. injection of either endothelin-1
(a dual ETA/ETg receptor agonist, 1-10 pmol), IRL-1620 (a
selective endothelin ETg receptor agonist 3 or 30 pmol) or
vehicle (50 ul PBS solution) into the upper lip. The cold stim-
ulus was applied prior to treatment (basal responsiveness) and
then repeatedly only to ipsilateral vibrissal pad every hour for
up to Sh.

2.5. Drug treatments

Several experiments were performed to assess the suscepti-
bility of carrageenan- or CION-induced changes in nocifensive
responsiveness to inhibition by various drug treatments. In
such experiments, the control rats were always treated identi-
cally with the corresponding vehicle. Anti-inflammatory drug
treatments included two non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs), the dual cyclooxygenase (COX) COX-1/
COX-2 blocker indomethacin (4 mg/kg, i.p.) and the selective
COX-2 blocker celecoxib (10 mg/kg, i.p.), as well as the gluco-
corticoid dexamethasone (0.5 mg/kg, s.c.), prepared in 0.2 M
Tris (hydroxymethylaminomethane) buffer at, pH 8.2, 0.1%
carboxymethylcellulose solution (w/v) or saline, respectively.
Rats challenged with carrageenan were given only a single
injection of these drugs, either 1 (dexamethasone) or 2 h after
the flogogen. In animals submitted to CION, these treatments
were repeated once a day over Days 4, 5 and 6. Peptidic endo-
thelin receptor antagonists BQ-123 (selective ET s, 3-30 nmol)
or BQ-788 (selective ETy; 3-30 nmol; both dissolved in PBS)
were injected s.c. only once into the ipsilateral upper lip of
either carragenan-treated rats (2.5h after the flogogen) or
nerve-injured animals on Day 4 after CION. Some carrageen-
an-treated and CION rats received a combination of BQ-123
plus BQ-788 (both at either 3 or 10 pmol). Conversely and in
CION rats only, three non-peptidic endothelin receptor antag-
onists where administered intravenously (i.v., into a tail vein),
namely bosentan (dual ET/ETg; 10 mg/kg), atrasentan (selec-
tive ETA; 3 or 10 mg/kg) or A-192621 (selective ETg; 5 or

20 mg/kg), which were prepared daily in heated (50 °C) water
alone (bosentan) or warm water containing 3% ethanol and
100 pl of 0.1 N NaOH.

Doses of the various drug treatments used were selected on
the basis of those shown to be effective in previous studies:
indomethacin and celecoxib (Rodrigues-Filho et al., 2004),
dexamethasone (Buritova et al., 1996), bosentan, BQ-123
and BQ-788 (De-Melo et al., 1998), endothelin-1 and IRL-
1620 (Piovezan et al., 2000). Atrasentan (previously named
ABT 627) is an endothelin receptor antagonist which displays
a greater than 1800-fold selectivity for ET 5 over ETy receptors
(Opgenorth et al., 1996; Wu-Wong et al., 2002), while A-
192621 is a structurally related endothelin receptor antagonist
which demonstrates a greater than 1400-fold selectivity for
ETpg over ET areceptors (Opgenorth et al., 1996; von Geldern
et al., 1999; Wessale et al., 2002; Wu-Wong et al., 2002).
Dose-response relationships for atrasentan and A-192621
have been previously described in mice (Rosano et al., 2003;
Yin et al., 2003) and rats (Jarvis et al., 2000; Wessale et al.,
2002). Specifically, the doses used in studies in rats range from
1 to 30 mg/kg/day, with maximal effects observed at 10 and
20 mg/kg/day for atrasentan and A-192621, respectively. Such
doses resulted in therapeutically effective drug levels in plasma
and caused no gross signs of adverse effects.

2.6. Drugs

The following drugs were used: carrageenan and indometh-
acin (Sigma, St. Louis, MO, USA); celecoxib and oxytetracy-
cline (Celebra® and Terramicina®, respectively, Pfizer,
Guarulhos, Brazil); dexamethasone (Decadronal®, Prodome
Laboratories, Sao Paulo, Brazil); BQ-123 (cyclo[p-Trp-p-
Asp-Pro-p-Val-Leu]) and BQ-788 (N-cis-2,6-dimethylpiperidi-
nocarbonyl-L-g-methylleucyl-p-1-methoxycarboyl-norleucine)
(both from Research Biochemicals International, Natick, MA,
USA); endothelin-1 and IRL-1620 {Suc-[Glu9,Alall,15}-en-
dothelin-1(8-21)} (both from Tocris Bioscience, Missouri,
USA); bosentan (kindly provided by Actelion A.G., Allschwil,
Switzerland); atrasentan and A-192621 [[2R-(2a,3b,4a)]-4-(1,3-
benzodioxol-5-yl)-1-[2-(2,6-diethylphenyl)amino]-2oxoethyl]-
2-(4-propoxyphenyl)-3 pyrrolidinecarboxylic acid] (both kind-
ly provided by Abbott Laboratories, Abbot Park, IL, USA).

2.7. Statistical analysis

These data are presented as means + SE mean for each
group at different time points after carrageenan, endothelin-1
or IRL-1620 injection or CION surgery. Results were analyzed
by repeated—measures analysis of variance (ANOVA) followed
by Newman—Keuls test. A one-way ANOVA followed by Bon-
ferroni’s test was conducted to analyze the influence of drug
treatments on carrageenan-induced cold hyperalgesia just at
one time point. In all statistical analyses, P values less than
0.05 were considered to be significant.

3. Results

The use of a short-lasting (1 s duration) tetrafluoroe-
thane spray seemed to be a particularly suitable method
for orofacial cold stimulation, as this gas is odorless
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(unlike acetone, which would stimulate olfaction) and
elicited highly reproducible nocifensive responses (i.e.,
facial grooming behavior) when applied to the snout
at no less than 30-min intervals for up to 8 h per day.
Naive rats usually responded promptly to the cold stim-
ulus (i.e., within the first 30 s) with a single bout of facial
grooming with both forepaws. However, once hyperal-
gesia to cold was established, animals frequently dis-
played a longer first bout accompanied by additional
shorter bouts up to 2 min after stimulation. Moreover,
the temperature at the surface of the vibrissal pad was
lowered by the cold stimulus from 30 to ~12 °C within
a few seconds, returning to basal levels within 2 min.

Injection of carrageenan (50 pg) into the upper lip
promoted significant increases in duration of facial
grooming behavior evoked by cold stimulation of the
ipsilateral (but not contralateral) vibrissal pad, in com-
parison to values obtained in saline-injected animals.
The hyperalgesic effect of carrageenan peaked at 3 and
4 h after injection, but subsided considerably at 5h
(Fig. 1A). Higher doses of carrageenan (100 or 300 pg)
failed to enhance hyperalgesia further, yet induced
extensive lip edema which might have interfered with
the sensitivity to the cold stimulus (data not shown).

Systemic injections of indomethacin (4 mg/kg), cele-
coxib (10 mg/kg) or dexamethasone (0.5 mg/kg) mark-
edly blocked the hyperalgesia to cold stimulation
induced by local carrageenan (50 pg) injection. At 3 h
after carrageenan, these drug treatments inhibited the
hyperalgesic response by 84%, 85%, and 100%, respec-
tively (Fig. 1B). Local administration of the peptidic
endothelin receptor antagonists BQ-123 and BQ-788 (3
or 10 nmol/50 pl; selective for ET, and ETy receptors,
respectively) alone or in combination (at 3 and
10 nmol/lip) caused maximal net reductions in carrage-
nan-induced cold hyperalgesia of 69%, 108%, and
101%, respectively (Fig. 1C).

CION also promoted substantial increases in facial
grooming behavior evoked by cold tetrafluoroethane
spray, when compared to responses of naive or sham-
operated rats, but the time course for this effect was very
different from that promoted by carrageenan. The
hyperalgesic effect of CION began as early as Day 2
after surgery, peaked on Days 4-6, lasted up to Day
12, and was entirely restricted to stimuli applied to the
nerve-injured side (Fig. 2). CION also induced persistent
mechanical allodynia, which was bilateral and lasted for
more than 120 days (unpublished observations).
Increased sensitivity to tactile stimuli is a robust symp-
tom in patients suffering from trigeminal neuralgia.

Unlike the results obtained in carrageenan-treated
rats, i.p. administration of either indomethacin or cele-
coxib (4 and 10 mg/kg, respectively) on Day 4 after sur-
gery failed entirely to alleviate CION-induced
hyperalgesia to cold during the 4-h test period. Further-
more, no changes in facial grooming were observed
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Fig. 1. Effects of carrageenan on nocifensive responsiveness to
orofacial cold stimulation and susceptibility to anti-inflammatory
drugs and endothelin receptor antagonists. (A) The cold stimulus
was applied to the ipsilateral (M) or contralateral ((J) vibrissal pad
prior to (pre) and after s.c. injection of either carrageenan (50 pg)
or saline (@; data from both sides pooled for clarity sake) into the
right upper lip. After carrageenan (Cg) or saline (Sal) injection,
rats in (B) were treated with either indomethacin (Indo, 4 mg/kg,
i.p., 2h later), celecoxib (Cel, 10mg/kg, ip., 2h later) or
dexamethasone (Dexa, 0.5 mg/kg, s.c., 1 h later), whereas those in
(C) received BQ-123 or BQ-788 (3 or 10nmol, s.c., 2.5h later)
alone or in combination (both at either 3 or 10nmol), or the
corresponding vehicles (Veh). Data from the control groups
receiving the different vehicles were similar and hence pooled. All
values represent the duration of bilateral facial grooming displayed
over the first 2 min after the cold spray (at the time indicated in A,
or 3h after Cg in B and C) and are means + SE mean of 5 or 10
(pooled controls) rats per group. *#P <0.05 when compared to
value of corresponding group treated with saline or Cg, respectively
(ANOVA followed by Newman-Keuls test in A or Bonferronis test
in B and C).
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Fig. 2. Effects of CION on nocifensive responsiveness to orofacial cold
stimulation. The cold stimulus was applied to the ipsilateral (A) or
contralateral (B) vibrissal pad (relative to operated side) of nerve-
injured (M), sham-operated ([J) or naive (@) rats, and the duration of
facial grooming was recorded over the next 2 min. Values represent
means + SE mean of 8-10 rats, and were obtained 1 day before (pre)
and then once every 2 days up to 28 days after surgery. *P < 0.05 when
compared to corresponding value of sham-operated animals (ANOVA
followed by Newman—Keuls test).

when these drug injections were repeated in the same
rats on Days 5 and 6 (Figs. 3A and B). In contrast, sys-
temic s.c. injections of dexamethasone (0.5 mg/kg) to
CION-injured rats on Days 4 and 5 caused short-lived
reductions of cold hyperalgesia which were significant
only at 2 h after treatment. The reduction afforded by
a third injection of the glucocorticoid on Day 6 was of
similar magnitude, but just failed to achieve statistical
significance (Fig. 3C).

Local injection of BQ-123 or BQ-788 on Day 4 after
CION each induced dose-dependent reductions of the
hyperalgesic responses to cold stimulation elicited 30
or 60 min after their administration at either 10 or
30 nmol/lip (Figs. 4A and B). Neither antagonist was
effective alone at 3 nmol/lip, but co-administration of
BQ-123 and BQ-788 at this dose (i.e., each at 3 nmol/
lip) induced a significant analgesic effect at 30 min after
treatment, whereas their co-administration at 10 nmol/
lip prolonged the reduction in cold hyperalgesia from
60 to 90 min (Fig. 4C). Moreover, in absolute values,
rats submitted to CION showed less grooming behavior
at 60 min after treatment with 10 nmol/lip BQ-788 than
those given a combination of BQ-123 plus BQ-788 (both
at 10 nmol/lip). However, it is noteworthy that, at this
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Fig. 3. Effects of anti-inflammatory drugs on CION-induced cold
hyperalgesia. On Days 4, 5, and 6 after CION surgery, nerve-injured
rats (M) received a daily injection of indomethacin (4 mg/kg, i.p.; A),
celecoxib (10 mg/kg, i.p.; B) or dexamethasone (0.5 mg/kg, s.c.; C),
whereas control (i.e., untreated) nerve-injured ((J) or sham-operated
(@) animals received the corresponding vehicles (at times indicated by
the arrows). Values represent the duration of bilateral facial grooming
induced over the first 2 min following cold spray application before
(pre) and at different time points after treatment, and are means &+ SE
mean of 5 rats per group. **P < 0.05 when compared to correspond-
ing value of sham-operated or control nerve-injured animals, respec-
tively (ANOVA followed by Newman-Keuls test).

60-min time point, nocifensive responses to cold stimu-
lation of both these groups were not significantly differ-
ent from those of the corresponding (and distinct)
vehicle-treated sham control groups (P> 0.05, New-
man—Keuls test). Thus, the statistical analysis failed to
confirm a significant limitation of the analgesic effect
of BQ-788 by combined administration together with
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Fig. 4. Effects of peptidic endothelin receptor antagonists on CION-
induced cold hyperalgesia. On Day 4 after surgery, nerve-injured rats
received s.c. injection into the upper lip of BQ-123 (selective ETx
receptor antagonist, A) or BQ-788 (selective ETg receptor antagonist,
B) alone (at 3 [J, 10 M or 30 nmol ¢) or in combination (each at 3 (J or
10 nmol M, panel C). Control nerve-injured (O) or sham-operated (@)
animals received the respective vehicles. Values represent the duration
of bilateral facial grooming induced over the first 2 min following cold
spray application immediately before (pre) and at different time points
after treatment, and are means = SE mean of 5-9 rats per group.
*#p < 0.05 when compared to corresponding value of sham-operated
or control nerve-injured animals, respectively (ANOVA followed by
Newman—Keuls test).

BQ-123 and corroborate the significant synergism in
analgesic action observed when both antagonists were
administered together at 3 nmol/lip.

Systemic administration of the selective ET 5 receptor
antagonist atrasentan (3 or 10 mg/kg, i.v.) also attenuat-
ed the cold hyperalgesia present on Day 4 after CION
surgery in graded fashion (Fig. 5A). The inhibition
afforded by the highest dose of atrasentan was statisti-

404

301

20+

10

Facial Grooming (s)

=

Facial Grooming (s)

Facial Grooming (s)

pre 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time After Treatment (h)

Fig. 5. Effects of non-peptidic endothelin receptor antagonists on
CION-induced cold hyperalgesia. On Day 4 after surgery, nerve-
injured rats received i.v. injection of either atrasentan (selective ETx
receptor antagonist; at 3 WM or 10 mg/kg OJ; A), A-192621 (selective
ETp receptor antagonist; at 5 M or 20 mg/kg [J; B) or bosentan (dual
ETA/ETg receptor antagonist, at 10 mg/kg M; C). Control nerve-
injured (O) or sham-operated (@) animals were treated i.v. with the
respective vehicles. Values represent the duration of bilateral facial
grooming induced over the first 2 min following cold spray application
immediately before (pre) and at different time points after treatment, and
are means + SE mean of 5-6 rats per group. **P < 0.05 when compared
to corresponding value of sham-operated or control nerve-injured
animals, respectively (ANOVA followed by Newman-Keuls test).

cally significant from 30 to 150 min after injection. Sim-
ilar, but shorter-lasting, inhibitory effects were observed
between 30 and 90 min after injection of the selective
ETjg receptor antagonist A-192621 (5 or 20 mg/kg, i.v.;
Fig. 5B). On the other hand, systemic treatment with
the dual ETA/ETg receptor antagonist bosentan
(10 mg/kg, i.v.) abolished the hyperalgesic response
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Fig. 6. Effects of endothelin receptor agonists on nocifensive responses
of naive rats to noxious cold stimulation. Rats received a single s.c.
injection into the right upper lip of either endothelin-1 (at 1 O, 3 O or
10 pmol M; A) or IRL-1620 (at 3 O or 30 pmol M; B). Control animals
received the respective vehicles (@, 50 pl, s.c.). Values represent the
duration of facial grooming induced over the first 2 min following cold
spray application immediately before and at different time points after
treatment, and are means + SE mean of 5-6 per group. *P <0.05
when compared to corresponding value of vehicle-treated naive rats
(ANOVA followed by Newman-Keuls test).

from 1 to 6 h after its injection (Fig. 5C), without affect-
ing the duration of grooming behavior elicited by cold
stimulation of sham-operated rats (data not shown).
Local injection of the dual ET o/ETy receptor agonist
endothelin-1 (3 or 10 pmol/lip) or the selective ETg
receptor agonist IRL-1620 (3 or 30 pmol/lip) in naive
rats caused graded and long-lasting ipsilateral hyperal-
gesia to the cold stimulus (Figs. 6A and B). The effects
produced by the highest dose of either compound began
to subside 4-5 h after administration, but were still sig-
nificantly different from that of PBS-treated controls.

4. Discussion

The current study shows, apparently for the first time
and using a new simple method for evoking nocifensive
responses to noxious cold stimulation, that carrageenan
and CION promote orofacial cold hyperalgesia, which
differs considerably in time course and underlying main-
tenance mechanisms. Yet, the endothelin system appears
to be implicated in the sensory changes in both cases.

The orofacial hyperalgesia to cold stimuli caused by
carrageenan injection into the upper lip complements

the recent demonstration that this flogogen induces
hyperalgesia to heat in the cheek of rats (Neubert
et al., 2005). Moreover, like the cold hyperalgesia detect-
ed in the hind paw inflamed with complete Freund’s
adjuvant (Takahashi et al., 2003), carrageenan-induced
orofacial cold hyperalgesia clearly results from inflam-
mation, as it was markedly suppressed by either non-ste-
roidal (indomethacin and celecoxib) or steroidal
(dexamethasone) anti-inflammatory drugs. In sharp
contrast, the cold hyperalgesia induced by CION dis-
played a greatly expanded time course (from Days 2 to
12, peak on Days 4 to 6) relative to that caused by car-
rageenan (at 3-4 h after injection only), but was similar
to that seen to radiant heat (Imamura et al., 1997; and
unpublished observations). Prostaglandins can contrib-
ute to pathogenesis of pain following spinal nerve injury
(Tracey and Walker, 1995; Syriatowicz et al., 1999;
Broom et al., 2004), but suppressing their synthesis with
COX-blocking NSAIDs is generally considered ineffec-
tive against established neuropathic pain (Max et al.,
1988; Weber et al., 1993). The refractoriness of estab-
lished CION-induced cold hyperalgesia to indomethacin
or celecoxib clearly indicates it lacks an inflammatory
component, in line with the proposal that CION pro-
motes a state of neuropathic pain (Vos et al., 1994).
On the other hand, repeated dexamethasone treatment
provided partial and transient inhibition of CION-in-
duced cold hyperalgesia. Glucocorticoids act mainly
by suppressing the activity of transcription factors like
activator protein-1 (AP-1) and nuclear factor kB, thus
downregulating expression of several pro-inflammatory
cytokines and proteins, including COX-2 (for review,
see De Bosscher et al., 2000). The precise cellular mech-
anisms underlying the inhibitory influence of dexameth-
asone remain to be identified, but most likely are
unrelated to down-regulation of COX-2.

Injected into the upper lip, endothelin-1 and the selec-
tive ETp receptor agonist IRL-1620 each elicited pro-
longed orofacial cold hyperalgesia. Endothelins evoke
nociception and/or hyperalgesia in various animal mod-
els, but the receptors involved can vary widely. Acting
through ET4 receptors, endothelin-1 causes nociception
in hind paw of rats and mice, and hyperalgesia to capsa-
icin or heat in mice, but most of these effects can be mod-
ulated by antinociceptive and/or antihyperalgesic ETg
receptors (Piovezan et al.,, 2000; Khodorova et al.,
2003; Menendez et al., 2003). Likewise, in rats ETg recep-
tors limit endothelin-1-induced ET, receptor-mediated
articular incapacitation in the naive knee-joint, but both
receptors are pronociceptive in a carrageenan-primed
joint (De-Melo et al., 1998; Daher et al., 2004). Both
receptor types also mediate abdominal writhes induced
by endothelin-3 (Raffa et al., 1996) and hind paw
mechanical hyperalgesia induced by endothelin-1 in mice
(Baamonde et al., 2004a), but only ETg receptors medi-
ate the later effect in rats (da Cunha et al., 2004).
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Local administration of peptidic antagonists of endo-
thelin ET, (BQ-123) and/or ETg (BQ-788) receptors
dose-dependently reversed the sensory changes induced
by both carrageenan and CION. Indeed, ET, receptor
antagonists also reduce both phases of the nocifensive
responses to formalin injection into the upper lip
(unpublished observations). Thus, the endothelin system
actively exacerbates nocifensive responses to noxious
cold (and chemical) stimulation of an area innervated
by the trigeminal nerve. Likewise, the system also mod-
ulates nociceptive responsiveness in other pathophysio-
logical models. Antagonists of ET receptors attenuate
hind paw mechanical allodynia in rats with diabetic neu-
ropathy (Jarvis et al., 2000) or mice with calcaneous
bone implants of fibrosarcoma cells (Wacnik et al.,
2001). Heat hyperalgesia induced in mice by intraplan-
tar injection of fibrosarcoma cells (at 5 weeks; Baa-
monde et al, 2004b), carrageenan or complete
Freund’s adjuvant is also sensitive to inhibition by
ET receptor blockade, but the mechanical hyperalgesia
caused by these agents is reduced by both ET 5 and ETy
receptor antagonists (Baamonde et al., 2004a), as are
antigen-induced spontaneous nociception and hyperal-
gesia to capsaicin in previously sensitized animals (Pio-
vezan et al., 2004). Conversely, only ETg receptor
antagonists inhibit articular incapacitation caused by
LPS in carrageenan-primed knee joint (De-Melo et al.,
1998) or hind paw mechanical hyperalgesia caused by
interleukin-12 or interleukin-18 in rats (Verri et al.,
2004, 2005), and phenylbenzoquinone-induced writhes
in mice (Griswold et al., 1999).

The usefulness of peptidic antagonists of endothelin
receptors against the long-lasting cold hyperalgesia
induced by CION appears to be limited by their short
duration of analgesic action (~1 h) and need for local
administration. Indeed, intravenously administered
non-peptidic antagonists of endothelin receptors dis-
played a more favorable profile. Selective blockade of
ET4 receptors with atrasentan or of ETy receptors with
A-192621, at doses pharmacologically effective in rats
(Wessale et al., 2002), each reduced established cold
hyperalgesia significantly for 2.5 and 1.5 h, respectively.
More remarkably, i.v. injection of the dual ETA/ETg
antagonist bosentan abolished hyperalgesia for 6 h, with-
out modifying responsiveness of sham-operated rats.
Therefore, systemically active antagonists of ET, and/
or ETg receptors clearly provide substantial relief of
CION-induced orofacial cold hyperalgesia. The fact that
endothelins activate ET 5 and ETy receptors to maintain
the long-lasting non-inflammatory cold hyperalgesia
induced by CION, but only ET, receptors to promote
hind paw tactile allodynia in diabetic neuropathy (Jarvis
et al., 2000), might derive from differences in the cellular
mechanisms underlying the sensory changes produced
by these conditions, nature of the noxious stimulus
applied, and/or in area submitted to noxious stimulation.

The more intense and prolonged effect of bosentan
against established CION-induced hyperalgesia, relative
to that of atrasentan or A-192621, could reflect substan-
tial synergism between the hyperalgesic mechanisms
triggered via ETo and ETg receptors or differences in
their pharmacokinetic profiles. All three drugs are high-
ly stable non-peptide antagonists displaying good oral
availability and similar plasma half-lives of 5-6 h (Clo-
zel et al., 1994; Wessale et al., 2002). Bosentan crosses
the blood-spinal cord barrier (Patel et al., 1994; McAu-
ley et al.,, 1996), but atrasentan and the structurally
related A-192621 do not (Peters et al., 2004). Therefore,
the cold hyperalgesia following CION depends substan-
tially on peripheral/local endothelin-dependent mecha-
nisms, but could also depend partially on central
endothelin system activation.

In dorsal root ganglia ET s receptors are found main-
ly in a subset of small-sized peptidergic and non-pepti-
dergic sensory neurons and their axons (in sciatic
nerve), whereas ETg receptors are located on ganglionic
satellite cells and non-myelinating ensheathing Schwann
cells (Pomonis et al., 2001). Trigeminal nerve trunks dis-
play ETg mRNA (Kitano et al., 1998), whereas trigem-
inal ganglia express both ETg receptors (Brdndli et al.,
1996) and endothelin, but levels of the peptide are dras-
tically reduced by selective sensory neuron degeneration
with capsaicin (Milner et al., 2000). Interestingly, electr-
ostimulation of the trigeminal ganglion or capsaicin
administration causes neurogenic inflammation in the
dura mater of rats which is prevented by dual ET,/
ETj or selective ETg (but not ET,) receptor blockade
(Brandli et al., 1996). Capsaicin also elevated plasma
endothelin-3 (but not endothelin-1) levels in the superior
sagittal sinus, suggesting that the former peptide is the
main isoform released from trigeminal nerves. It
remains to be seen if the same occurs following CION.

Two cold receptors have been identified and charac-
terized in rat dorsal root and trigeminal ganglia neu-
rons: transient receptor potential melastatin-8
(TRPMS) and transient receptor potential ankyrin-1
(TRPA1/ANKTMI1), which are activated by threshold
temperatures of ~25 and ~15 °C, respectively (McKemy
et al., 2002; Story et al., 2003; Bandell et al., 2004).
Although the temperature at the surface of the vibrissal
pad immediately after spray application would be suffi-
cient for TRPAI activation, tissue blood flow may have
attenuated the temperature drop occurring at the level
of the nociceptors. Thus, the relative contributions of
TRPMS8 and TRPALI to the cold nociception in this oro-
facial model and to the hyperalgesic response seen fol-
lowing carrageenan or CION remain unknown.
Transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1), which
is responsive to heat, capsaicin or acid and expressed in
small-diameter primary sensory neurons, can be mark-
edly sensitized by hyperalgesic mediators (e.g., bradyki-
nin) acting on GPCRs coupled to phospholipase C
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activation (Chuang et al., 2001). In fact, bradykinin acti-
vates TRPA1 via a phospholipase C-dependent mecha-
nism, but the role of this pathway in the modulation
of TRPMS activity is controversial (Bandell et al.,
2004; Rohacs et al., 2005). Both ET 4 and ETg receptors
are GPCRs capable of activating phospholipase C (for
review, see Masaki, 2004), but further studies are needed
to elucidate the specific mechanisms underlying endo-
thelin-induced cold hyperalgesia.

In conclusion, this study shows that CION causes
prolonged orofacial hyperalgesia to cold stimulation
in rats, which differs from the short-lasting changes
seen following s.c. carrageenan in being fully resistant
to inhibition by NSAIDs. Notably, established cold
hyperalgesia induced cither by CION or carrageenan
are both reduced substantially following blockade of
endothelin ET4 and/or ETg receptors. Although single
dosing with the dual ETA/ETy receptor antagonist bos-
entan fails to abort migraine attacks in patients (May
et al., 1996), our results suggest endothelin receptor
antagonists might provide effective treatment for pain
of trigeminal origin.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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