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RESUMO

Em diversos modelos de dor crénica, tem sido demonstrado que projecdes descendentes
provenientes do Bulbo Rostral Ventromedial (RVM, do inglés Rostral Ventromedial
Medulla) contribuem para a manutencao de diversos aspectos da dor persistente em
periodos mais tardios apos a inducéo da dor. O modelo de constricdo do nervo infraorbital
(CION, do inglés Constriction of the Infraorbital Nerve) permite avaliar alteragbes
sensoriais na face relacionadas a dor neuropatica trigeminal. Este modelo induz
hiperalgesia térmica logo nos primeiros dias, mas de curta duragcdo, e hiperalgesia
mecanica com inicio mais tardio, mas duracdo prolongada, sugerindo que diferentes
mecanismos participem do desenvolvimento destas alteragdes sensoriais. Considerando
tais observagdes, o presente estudo teve como objetivo avaliar a participacdo do RVM
no inicio e manutencdo da dor neuropdtica trigeminal. Ratos machos Wistar foram
submetidos a cirurgia para implante de canulas no RVM e apdés 7 dias foram submetidos
a cirurgia de constricdo do nervo. Nos dias 5 ou 15 pds-CION, os animais receberam
lidocaina (sistémica ou no RVM), tiveram a hiperalgesia ao calor ou mecéanica avaliada
e foram submetidos ao teste de Preferéncia Condicionada de Lugar (CPP, do inglés
Conditioned Place Preference). O teste de CPP foi utilizado para investigar a presenca
de dor ténica p6s-CION e a influéncia de vias facilitatérias descendentes nas alteraces
sensoriais observadas p6s-CION. A lidocaina sistémica bloqueou a hiperalgesia térmica
e mecanica, mas nado induziu CPP apds a CION. Quando administrada no RVM, a
lidocaina nédo influenciou a hiperalgesia térmica ou induziu CPP 5 dias p6s-CION, mas
bloqueou a hiperalgesia mecanica e induziu CPP 15 dias pos-CION. Estes resultados
sugerem que vias descendentes a partir do RVM podem mediar a dor tdnica e evocada
em uma fase tardia, mas nao inicial, no modelo de dor neuropética trigeminal.
Considerando estas diferencas observadas na acéo da lidocaina sistémica e intra-RVM
na hiperalgesia térmica e mecénica induzida por constricdo do nervo, bem como no teste
de CPP em diferentes time-points, pode-se sugerir que as alteracfes sensoriais iniciais
apos a constricao dependem de estruturas periféricas, enquanto as alteracdes mais
tardias possivelmente refletem a presenca de sensibilizagdo central e sdo mantidas por
projecOes facilitatorias descendentes a partir do RVM. Estes dados sugerem que a
investigacdo destas vias facilitatorias da dor a partir do RVM pode fornecer um novo alvo
molecular para melhorar o tratamento da dor persistente associada a dor neuropatica
trigeminal.

Palavras-chave: dor neuropatica trigeminal, Bulbo Rostral Ventromedial, hiperalgesia
térmica, hiperalgesia mecanica, Preferéncia Condicionada de Lugar.



ABSTRACT

It has been reported that descending projections from the rostroventromedial medulla
(RVM) are responsible for the maintenance of several aspects of persistent pain in latter
periods after pain induction. The infraorbital nerve constriction (CION) is a well-
established model to study facial sensory changes related to trigeminal neuropathic pain.
CION induces early thermal, but late mechanical hyperalgesia, suggesting their mediation
by different mechanisms. Thus, this study aims to evaluate RVM participation to the
initiation and maintenance of trigeminal neuropathic pain. Male Wistar rats were subject
to implantation of RVM cannulas and 7 days later to CION or sham surgery. At 5 or 15
days post-surgery, rats received lidocaine (systemically or into the RVM) followed by
assessment of heat or mechanical hypersensitivity and assessment in the conditioned
place preference (CPP) test. The CPP test was performed to investigate tonic pain post
CION and the influence of descending facilitatory pain pathways in sensory changes
induced by the surgery. Systemic lidocaine blocked heat and mechanical hypersensitivity,
but did not induce CPP on early and late periods after CION. RVM lidocaine did not
influence heat hypersensitivity or induced CPP in the early post-surgery period, but it
blocked CION-induced mechanical hypersensitivity and induced CPP in the late time
point. Descending pain pathways from the RVM mediate ongoing and evoked pain later,
but not early following CION. The present study demonstrates that descending pain
pathways from RVM could mediate late, but not early sensory changes after CION.
Considering the differences in lidocaine action on thermal and mechanical hyperalgesia
induced by CION, as well as in the CPP test from different time-points, the present study
could speculate that early sensory changes after CION depend on peripheral trigeminal
input, but late sensory changes possibly reflect the presence of central sensitization and
are maintained by descending facilitatory projections from the RVM. These observations
suggest that targeting pain facilitatory pathways within the RVM may provide novel
molecular targets for improving treatment of persistent pain associated with trigeminal
neuropathic pain.

Keywords: trigeminal neuropathic pain, rostroventromedial medulla, thermal
hyperalgesia, mechanical hyperalgesia, conditioned place preference.
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1 INTRODUCAO

1.1 NEURALGIA DO TRIGEMEO

1.1.1 Classificacado e Fisiopatologia

Os primeiros relatos de Neuralgia do Trigémeo (TN — do inglés Trigeminal
Neuralgia) foram registrados a milhares de anos. Aretaeus (150 d.c.) ficou conhecido por
ser o primeiro pesquisador a descrever dores de cabeca hemicranianas paroxisticas,
acompanhadas por espasmos faciais e desmaios (Eboli et al., 2009). Uma descricdo mais
detalhada foi registrada no ano de 1671, por Johannes Bausch, que sofria de dor na forma
de choque no lado direito da face e se tornou incapaz de falar ou comer, o que o levou a
desnutricdo. Alguns anos mais tarde, em 1677, John Locke, um famoso médico e filésofo,
descreveu com detalhes, em uma série de cartas, a condi¢cdo dolorosa de uma paciente
(Pearce, 2003). Desde entdo varios pesquisadores tém contribuido para o entendimento
e caracterizagdo desta patologia.

Apesar de ser uma condicéo rara, com prevaléncia entre 0,01 e 0,3% na populacéo
em geral (lasp, 2013), a TN é muito debilitante e reduz significativamente a qualidade de
vida dos pacientes (Montano et al., 2015), sendo relatada como causadora de dor
extremamente intensa (Leocadio et al., 2014). Esta patologia apresenta taxa de incidéncia
de aproximadamente 12,5 a cada 100.000 por ano (Koopman et al., 2009).

A TN ocorre com maior frequéncia em mulheres (3:1) e pode surgir pela primeira
vez em qualquer idade, porém na grande maioria dos casos ocorre entre 0s 37 e 67 anos
(De Toledo et al., 2016). Segundo a ultima classificacdo da Sociedade Internacional para
o Estudo das Cefaleias (IHS, do inglés International Headache Society), ainda na verséo
beta, a TN é definida como dor recorrente, unilateral, tipo choque elétrico, breve, de inicio
e fim abruptos, e limitada ao territorio de distribuicdo de uma ou mais ramifica¢cdes do
nervo trigémeo, podendo ser iniciada por estimulos in6cuos. A TN pode surgir sem causa
aparente e pode haver ou ndo, adicionalmente, dor facial persistente de intensidade

moderada (Headache Classification Committee of the International Headache, beta
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version, 2013).

O ramo do trigémeo mais associado a estes sintomas pode variar de acordo com
o paciente. No entanto, a ramificacdo mais afetada é a maxilar (35%), seguida pela
mandibular (29%) e pela associacdo destas duas ramificacdes (19%). O ramo oftalmico
€ afetado em apenas 4% e as trés divisdes juntas em 1% dos pacientes (Edlich et al.,
2006).

Considerando que uma porcao importante dos pacientes com TN reportam dor
espontanea além dos ataques de dor (Ichida et al., 2015; Younis et al., 2016), a IHS
propds na sua mais recente classificacdo uma divisdo da TN classica em 2 formas: 1)
TN classica puramente paroxistica e 2) TN classica com dor facial persistente (Headache
Classification Committee of the International Headache, beta version, 2013). Entretanto,
0s potenciais mecanismos envolvidos na dor persistente ainda sdo desconhecidos.

A causa mais aceita da TN esta associada a compressao da raiz do nervo trigémeo
préximo do tronco cerebral (zona de entrada da raiz) por um vaso sanguineo,
normalmente a artéria cerebelar superior (Marinkovic et al.,, 2009), o que leva a
compressao mecanica das fibras e demielinizacdo secundaria (Obermann et al., 2011),
provavelmente mediada por danos isquémicos microvasculares (Marinkovic et al., 2007).
Estas alteracbes reduzem o limiar de excitabilidade destas fibras e promovem
propagacao inapropriada de impulsos nervosos para as fibras adjacentes (Marinkovic et
al., 2007). Pode ocorrer a chamada transmisséao efatica, onde a passagem de um impulso
através de um axo6nio provoca uma mudanca na excitabilidade da membrana de outro
axbnio (Kamermans e Fahrenfort, 2004). Assim, 0s sinais tateis transmitidos por fibras
mielinizadas AP, por exemplo, podem ativar diretamente fibras Ad, resultando em
descargas de alta frequéncia e ataques paroxisticos de dor, caracteristicos da TN. Depois
de poucos segundos, estes disparos param espontaneamente e sdo seguidos por um
breve periodo de inatividade, que lembra o periodo refratario observado clinicamente
(Forssell et al., 2007).

O alivio da dor em cerca de 90% dos pacientes ap0s a cirurgia de descompressao
do nervo é um forte indicador da relevancia deste mecanismo. No entanto, a recorréncia

de dor ocorre em cerca de 30% dos pacientes 5 anos apés a realizagdo deste
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procedimento (Gronseth et al., 2008).

Evidéncias indicam que alteracdes periféricas, especialmente na zona de
compressao, contribuem para a geracdo dos ataques de dor na TN. Nesse sentido, o
estudo de Siqueira e colaboradores demonstrou um aumento na expressao de canais de
sbédio dependentes de voltagem Navl.3 em amostras de tecido gengival de pacientes
com TN e discutiu este achado como um correlato patofisiolégico da TN (Siqueira et al.,
2009). Além disso, alguns estudos indicam o envolvimento de fatores centrais, sugerindo
uma facilitacdo central e hiperexcitabilidade do sistema trigeminal, mantida por
mecanismos periféricos e centrais (Obermann et al., 2007). O estudo de Obermann e
colaboradores avaliou pacientes com TN e observou que, apés estimulacao isolada nos
trés ramos do nervo trigémeo, 0s mesmos reportaram dor em ambos os lados da face,
sintomatico e ndo sintomatico. Isto pode ser reflexo de um mecanismo de adaptacao
supraespinhal associado ao desenvolvimento da dor cronica (Obermann et al., 2008).

A sensibilizacédo dos neurénios de segunda ordem de ampla faixa dinamica (WDR,
do inglés Wide Dynamic Range) na lamina V do corno dorsal tem sido discutida como um
mecanismo patofisiologico adicional para a TN. Considerando que estes neurdnios
recebem informacdes convergentes de fibras tateis e nociceptivas, a sensibilizacdo dos
mesmos pode facilitar a transmissdo nociceptiva e promover a percepcdo da dor em

resposta a estimulos tateis (Obermann et al., 2011).

1.1.2 Diagnéstico

O diagnéstico da TN depende de uma descri¢ao criteriosa, por parte do paciente,
dos ataques de dor. Muitas vezes a comunicacdo entre pacientes, médicos e
pesquisadores é dificultada por uma inconsisténcia terminologica, o que dificulta a
avaliacdo dos critérios diagnosticos, os quais devem considerar o fenoétipo clinico e a
etiologia da TN (Cruccu et al., 2016).

De acordo com a IHS, o diagnéstico de TN pode ser feito quando pelo menos trés

ataques de dor facial unilateral ocorrem de acordo com o0s seguintes critérios:
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envolvimento de uma ou mais divisbes do nervo trigémeo, sem irradiacdo além da
distribuicdo trigeminal, e dor com pelo menos 3 das seguintes caracteristicas: a)
recorréncia de ataques paroxisticos com duracdo de alguns segundos até 2 min; b)
intensidade severa; c) dor semelhante a choque elétrico, tiro ou facada; d) dor iniciada
por estimulos in6cuos. Importante ainda sdo caracteristicas como falta de déficit
neurologico nao relacionado a TN e dor evidente ndo atribuida a outra desordem
(Montano et al., 2015).

1.1.3 Controle Farmacolégico

A abordagem inicial para o tratamento da TN é sempre ndo invasiva,
farmacoldgica, e geralmente ocorre sob a forma de monoterapia. A terapia combinada ou
associacdo com diferentes classes de farmacos analgésicos pode ser planejada quando
ndo ha resposta ao tratamento inicial (Cheshire, 2007).

Para aproximadamente 75% dos pacientes com TN a dor pode ser controlada com
tratamento farmacolégico (Obermann, 2010). O alivio da dor é reportado inicialmente em
cerca de 80%, que reduz a menos de 50% com o passar do tempo. O tratamento cirargico
pode ser uma opc¢ao para esta proporcdo de pacientes que ndo sao responsivos a terapia
medicamentosa (Hitchon et al., 2016).

As drogas anticonvulsivantes sdo as mais utilizadas para o controle da dor em
pacientes com TN. Carbamazepina e oxcarbazepina sdo considerados farmacos de
primeira linha no tratamento da TN. Embora ainda seja necessaria comprovacao de que
ambas tenham a mesma eficacia no alivio da dor, a oxcarbazepina apresenta um perfil
de seguranca mais favoravel, devido as suas caracteristicas farmacocinéticas. Como
farmacos de segunda linha estdo o baclofeno e a lamotrigina (apresentam nivel C de
evidéncia, cuja literatura compreende apenas relatos de casos, sem estudos clinicos
controlados) (Cruccu et al., 2008). O efeito analgésico destas drogas em pacientes com
TN foi descrito pela primeira vez na década de 40 (Bergouignan, 1970) e este achado foi

confirmado por diferentes estudos clinicos alguns anos mais tarde (Campbell et al., 1966;
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Killian e Fromm, 1968; Lindstrom e Lindblom, 1987; Lechin et al., 1989). Atualmente, a
carbamazepina € o unico tratamento aprovado pela agéncia norte americana FDA (Food
and Drug Administration) para a TN (FDA, 2016), sendo a droga de escolha para o
tratamento e apresentando uma reducédo da dor em 70% dos casos (Ambrosio et al., 2002;
Van Kleef et al., 2009; Zakrzewska, 2013).

O efeito da carbamazepina pode ser relacionado ao blogueio de canais de sodio
dependentes de voltagem, o que resulta na estabilizacdo de membranas neurais
hiperexcitadas, inibicdo de disparos repetitivos ou redugéo da propagacéo de impulsos
sinapticos (Cheshire, 2007; Al-Quliti, 2015).

A dose recomendada é de 200 a 1200 mg/dia e a efetividade do tratamento da dor
em pacientes com TN foi demonstrada em diferentes estudos (Campbell et al., 1966;
Rockliff e Davis, 1966; Zakrzewska e Linskey, 2014; Al-Quiliti, 2015). Pacientes reportam
reducdo na frequéncia e intensidade dos paroxismos dolorosos e melhora na dor
espontanea e ataques de dor por estimulacdo das zonas de gatilho (Campbell et al.,
1966). No entanto, o tratamento continuo com carbamazepina, bem como com outras
drogas anticonvulsivantes, pode resultar em uma série de efeitos adversos como
sonoléncia, tontura, ataxia, diplopia, visdo turva, nausea, boca seca, constipacdo e
diarreia (Cheshire, 2007; Attal et al., 2010; Al-Quliti, 2015). Além disso, muitos pacientes
submetidos a doses repetidas de carbamazepina podem ficar refratarios a medicacao
(Attal et al., 2010). Este efeito possivelmente estéa relacionado a acao indutora do sistema
citocromo P450, o que resulta em uma reducéo da eficacia do tratamento pelo aumento
do metabolismo ao longo do tempo (Cabrera et al., 2009). Estes dados justificam a
necessidade de estudos que caracterizam os mecanismos que medeiam a TN e exploram
novas estratégias para o tratamento.

Uma opcao alternativa para o tratamento de crises agudas de dor da TN é o
blogueio nervoso, realizado através da administracdo de um anestésico local, como a
lidocaina, o que pode aliviar a dor temporariamente (Kanai et al., 2006; Zakrzewska e
Linskey, 2014). O bloqueio nervoso com anestésicos locais pode ainda ser associado
com o tratamento sistémico com carbamazepina. Esta associa¢do permite o uso de doses

menores de carbamazepina e, consequentemente, menor incidéncia de efeitos adversos
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(Lemos et al., 2010). Os anestésicos locais atuam através do bloqueio de canais de sédio,
inibindo assim, o fluxo de ions e a consequente propagacao dos potenciais de acdo (Wolfe
e Butterworth, 2011; Ogle e Mahjoubi, 2012).

Importante ainda considerar que a TN pode apresentar periodos de remisséo, 0s
guais sao bastante variaveis e tendem a diminuir com o passar do tempo e os ataques de
dor muitas vezes sdo mais duradouros (Zakrzewska e Linskey, 2014).

Tal contexto denota a importancia do conhecimento das caracteristicas anatémicas
do sistema sensorial trigeminal, bem como de suas peculiaridades na transmisséo

nociceptiva.

1.2 SISTEMA SENSORIAL TRIGEMINAL

A face e a cavidade oral sédo inervadas pelo nervo trigémeo ou V par craniano,
cuja funcdo é principalmente sensorial. O nervo trigemeo é composto por trés
ramificacdes: oftalmica, maxilar e mandibular. O ramo oftalmico é puramente sensorial e
inerva a porc¢ao frontal do cranio, érbita ocular, mucosas sinusais e cavidade nasal. 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 estruturas como labio inferior, bochechas, queixo, arcada dental
inferior, gengiva, mucosa do maxilar inferior, assoalho da boca e os dois ter¢os anteriores
da lingua (Waite e Ashwell, 2004). Os dois primeiros ramos do nervo trigémeo séo
sensoriais, enquanto que o ramo mandibular apresenta além de ramos sensoriais, ramos
motores que inervam os musculos responsaveis pela mastigacao (Fried et al., 2001).

Os neurbnios que integram esses diferentes ramos do nervo trigémeo apresentam
uma morfologia pseudounipolar, caracterizada por um Unico axénio que se divide em um
ramo periférico e um ramo central (Thalakoti et al., 2007). As mesmas caracteristicas da
inervacgéo fornecida pelo nervo trigémeo em humanos séo observadas em ratos, bem

como as mesmas ramificacdes periféricas principais (Benoliel e Eliav, 2008).
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As fibras responsaveis pela inervacao periférica orofacial podem ser divididas em
Aa/AB, Ad e C, as quais sdo responsaveis por detectar estimulos inbcuos ou nocivos.
Sao assim divididas por apresentarem diametros/calibres, velocidade de conducéo
axonal e envolvimento na transmissdo de informacdo de modalidades sensoriais
diferentes (Sessle, 2000; Lazarov, 2002). As fibras Aa e AB, responsaveis pela deteccéo
de estimulos tateis e proprioceptivos, sdo altamente mielinizadas, calibrosas e
apresentam elevada velocidade de conducao (40-120 m/s). As fibras com terminacdes
livres e responsivas a estimulos nocivos sdo chamadas de nociceptores e classificadas
em fibras Ad e C. As fibras Ad possuem calibre e velocidade de conducéo intermediarios
(5-35 m/s); enquanto que as fibras ndo mielinizadas, ou fibras C, sdo de pequeno calibre
e apresentam baixa velocidade de conducéo (0,5-2 m/s) (Dubner e Bennett, 1983).

Os corpos celulares da maior parte dessas fibras sensoriais encontram-se no
ganglio do trigémeo, também denominado de ganglio semilunar ou ganglio de Gasser,
enquanto que os corpos celulares das fibras motoras localizam-se no tronco cerebral,
mais especificamente no nucleo motor (Sessle, 2000; Davies et al., 2010).

Os neurdnios periféricos que possuem seus corpos celulares no ganglio do
trigémeo atravessam o tronco cerebral ao nivel da ponte, e se projetam para um
complexo de nucleos sensoriais do trigémeo (Sessle, 2006). Este complexo pode ser
dividido em nucleo sensorial principal e nucleo do trato espinhal. O nucleo sensorial
principal funciona como uma estagéo de retransmisséo dos impulsos tateis das diversas
regides orofaciais. Os neurbnios que fazem sinapse no nucleo do trato espinhal
participam principalmente da transmissao dos estimulos periféricos nocivos para 0s
neurdnios de segunda ordem (Sessle, 2000).

O nucleo do trato espinhal é subdividido em trés diferentes subnucleos, da parte
rostral para a caudal: oralis, interpolaris e caudalis (Sessle, 2000; 2006). Estes
subnucleos possuem a capacidade de intercomunicagdo, pois neurbnios de um
subnucleo podem projetar-se para o0s outros subnucleos (Sessle, 2006).

O subnucleo caudalis € uma das estruturas do tronco encefélico de grande
importancia para o processo nociceptivo orofacial, devido a peculiaridade anatémica e

neuronal. Ele é o Unico subnucleo que apresenta divisao laminar, assim como a medula
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espinhal. Sua principal funcéo € o processamento da maioria das informacfes nocivas
provenientes das regides orofaciais, pois € neste subnucleo, mais especificamente nas
laminas 1, Il, V e VI, que ocorrem as projecdes da maioria das fibras Ad e C, responséaveis
pela conducdo de estimulos nociceptivos (Sessle, 2000; 2006). Além disso, este
subndcleo apresenta grande concentracao de mediadores quimicos (como substancia P
e glutamato) e receptores relacionados com a transmissdo nociceptiva, bem como de
mediadores quimicos, como serotonina ou 5 hidroxitriptamina (5-HT), encefalina e acido
gama-aminobutirico (GABA), envolvidos na modulacéo da dor (Sessle, 2005).

Os neurbnios de segunda ordem, presentes no nucleo do trato espinhal, quando
ativados, sdo responsaveis pela transmissdo das informacgcdes nociceptivas para
diferentes regides do sistema nervoso central (Sessle, 2006). O tdlamo é uma das
principais estruturas centrais envolvidas na condugdo dos estimulos nociceptivos. A
partir dele, neurénios de terceira ordem projetam-se para o cortex cerebral resultando no
processamento dos aspectos cognitivos e afetivos da dor (Julius e Basbaum, 2001).

A transmissdo dos estimulos nociceptivos pode ser modulada por vias
descendentes de origem no tronco cerebral, em diferentes estruturas que, através de
conexodes entre si e diferentes neurotransmissores, inibem ou facilitam a transmisséo

nociceptiva (Malcangio e Bowery, 1996; Julius e Basbaum, 2001).

1.3 MODULACAO ENDOGENA DA DOR

Uma sequéncia de ideias e observacbes desde o inicio do século XIX tem
contribuido para a definicdo dos conceitos sobre a natureza e os mecanismos envolvidos
na modulacdo da dor (Perl, 2007). A teoria do Portédo, publicada em 1965, propés um
mecanismo para o controle enddgeno da dor (FIGURA 1). Ela é baseada na modulacao
da transmissdo nociceptiva através de interneurdnios inibitorios localizados no corno
dorsal da medula espinhal, os quais, quando ativados, diminuem a conducao de

estimulos nociceptivos para o sistema nervoso central (Moayedi e Davis, 2013).
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FIGURA 1 — A TEORIA DO PORTAO

Fibras nociceptivas primarias de pequeno e grande calibre realizam sinapses com neurdnios de segunda
ordem no corno dorsal da medula espinhal e a informacgéo é conduzida para regifes do sistema nervoso
central, como talamo e cortex. Quando fibras de grande calibre sdo ativadas ocorre ativagdo de
interneurdnios inibitérios, que atuam na diminuicdo da transmissdo do estimulo. Quando ha ativacdo de
fibras de pequeno calibre os interneurdnios inibitérios sdo inibidos, permitindo a transmisséo do estimulo
doloroso. A indicagao “I” representa um interneurénio inibitorio.

Na época em que a Teoria do Portéo foi publicada dificiimente se suspeitaria da
existéncia de diferentes mecanismos envolvidos na modulagcdo da transmisséo
nociceptiva. Atualmente sabe-se que varias classes de neurbnios, fibras aferentes
primarias e vias descendentes a partir do cérebro exercem uma importante influéncia
modulatéria na transmiss@o nociceptiva. Diferentes mecanismos podem reforcar ou
impedir a passagem desta informacao (Millan, 2002). A modulac&o da dor pode iniciar
a partir da ativacao de regides cerebrais que tem a capacidade de modular os inputs
nociceptivos, aumentando ou diminuindo a experiéncia da dor (De Felice e Ossipov,
2016).

Neste sentido, o estudo das vias descendentes e os mecanismos de inibicdo e

facilitacdo descendentes devem ser considerados (Millan, 2002). InUmeros fatores,
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incluindo o estado emocional, atencéo, distracdo e memorias de momentos dolorosos
passados podem interferir nestes circuitos modulatérios e alterar a experiéncia sensorial
da dor (De Felice e Ossipov, 2016). Nao existe separacdo anatdbmica para 0S processos
de inibicdo e facilitagdo descendentes e a estimulagdo de uma Unica estrutura
supraespinhal pode, por diferentes mecanismos, ativar simultaneamente ambos o0s
processos (Millan, 2002).

E importante considerar a relacdo das vias descendentes com fibras aferentes
primarias e outros elementos neuronais no corno dorsal. As fibras aferentes primérias C
e Ad apresentam projecdes para as laminas I/ll, V/VI e X do corno dorsal, enquanto que
as fibras Ap apresentam projecdes para as laminas llI-Vl. Ambos os tipos de fibras
podem estimular diretamente neurdnios de projecao, os quais retransmitem a informacao
para o cérebro, ou indiretamente estimulam outros neurdnios, via interneurdnios
excitatorios. As fibras aferentes primarias podem ainda ativar interneurénios inibitérios,
0s quais interagem com neurénios de projecao, interneurdnios excitatorios ou ainda com
0S proprios terminais. As vias descendentes podem, assim, modular a nocicepcao
através de uma interacdo de diferentes elementos no corno dorsal: os terminais das
fibras aferentes priméarias, os neurbnios de projecdo, interneurbnios excitatérios e
inibitérios e terminais de outras vias descendentes (Millan, 1999).

As vias que medeiam a inibicdo descendente reduzem a liberacdo de mediadores
pré-nociceptivos a partir de fibras aferentes primarias (acédo pré-sinaptica) e, direta ou
indiretamente (via interneurdnios inibitérios) reduzem a excitacdo de neurdnios de
projecéo (acdo pos-sinaptica). Isto indica uma influéncia inibitéria das vias descendentes
sobre a atividade neuronal. Quando a inibicdo descendente ocorre via interneurdnios
inibitérios uma influéncia facilitatéria € evocada pelo envolvimento de um
neurotransmissor alternativo ou pela acdo do mesmo neurotransmissor mediada por
diferentes receptores (Millan, 2002). Sabe-se da existéncia de diferentes receptores para
um dnico neurotransmissor, 0s quais modificam diferencialmente a atividade neuronal.
Um exemplo de neurotransmissor com esta agao bidirecional facilitatoria e supressora é
a 5-HT, que apresenta diferentes subtipos de receptores, alguns dos quais identificados
como excitatorios, outros como inibitérios (Barnes e Sharp, 1999).
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As vias de projecao descendente acessam o corno dorsal da medula espinhal via
Funiculo Dorsolateral (DLF, do inglés Dorsolateral funiculus) e Funiculo Ventrolateral
(VLF, do inglés Ventrolateral funiculus) e estas estruturas estdo envolvidas com
mecanismos de inibicdo e facilitacao.

Diferentes estruturas cerebrais estdo envolvidas com o processamento da dor
(FIGURA 2). Muitas destas regides apresentam funcdes neuroldgicas, como cognicao,
emocdo e motivacdo. De fato, o contexto emocional, a expectativa ou a atencao
participam da experiéncia dolorosa e podem inibir ou facilitar a dor. Entre estas estruturas
estdo o coértex cingulado anterior, insula, amigdala, substancia cinzenta periaquedutal
(PAG, do inglés Periaqueductal Grey) e Bulbo Rostral Ventromedial (RVM, do inglés
Rostral Ventromedial Medulla) (Ossipov et al., 2010; De Felice e Ossipov, 2016).

Este circuito modulatério descendente € considerado importante em diferentes
contextos, incluindo estados de dor cronica e na acdo de drogas analgésicas, como de
opioides por exemplo. Acredita-se que a acao de algumas destas drogas ocorra através
deste circuito ou por mimetizar as consequéncias da ativagdo do mesmo ao nivel da

medula espinhal (Ossipov et al., 2010).
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Corno dorsal da
medula espinhal

FIGURA 2— MODULACAO DA DOR
Aferentes primarios fazem sinapse no corno dorsal da medula espinhal e fibras de projecdo ascendem
contralateralmente até o tdlamo e regides como PAG e RVM. Projecdes rostrais a partir do talamo incluem
areas corticais e amigdala. A amigdala também recebe inputs nociceptivos a partir do cortex. A modulagao
descendente da dor é mediada através de proje¢fes para a PAG, que também recebe inputs de outros
sitios, e tem conexdo com o RVM, bem como com outros ndcleos que emitem projecdes descendentes a
medula espinhal, via DLF. O LC recebe projecfes da PAG, tem conexao com o RVM e apresenta projecdes
descendentes inibitorias noradrenérgicas para o corno dorsal da medula espinhal. Vias ascendentes (linhas
pontilhadas) e descendentes (linhas continuas) estéo representadas esquematicamente. DLF — Funiculo
Dorsolateral; LC — Locus Ceruleus; PAG — Substancia Cinzenta Periaguedutal; RVM — Bulbo Rostral

Ventromedial.

A PAG foi uma das primeiras estruturas identificadas na modulacdo da dor. No
classico estudo de Reynolds, a estimulacdo elétrica desta regido permitiu a realizacao
de cirurgia abdominal em ratos sem a utilizagdo de anestésicos, demonstrando seu
importante papel na modulacdo da dor (Reynolds, 1969). A ativacdo da PAG,
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eletricamente ou pela administracdo de opioides, produz antinocicepcao e analgesia em
modelos animais e humanos, respectivamente (Hosobuchi et al., 1977; Fields, 2000). A
PAG esta estrategicamente localizada para modular tanto inputs nociceptivos como a
percepcao da dor, pela interacdo com projecdes ascendentes e descendentes de
inUmeras estruturas centrais (Ossipov et al., 2014; De Felice e Ossipov, 2016). Esta
estrutura recebe direta e indiretamente projecées nociceptivas do corno dorsal e é
reciprocamente interconectada com o hipotdlamo e outras estruturas, incluindo cortex
frontal e amigdala, regides importantes no controle da emocéo, ansiedade e medo. Além
disso, conexdes diretas da PAG com neurbnios do RVM séo importantes no controle
descendente (Millan, 2002). Estudos em ratos demonstraram que a ativacdo de
neuronios da PAG resulta na ativacdo de neurdonios do RVM e inibicdo de
comportamentos relacionados a dor (Behbehani e Fields, 1979). Parte das projecdes da
PAG também esté ligada ao tegmento pontino dorsolateral, que € uma porcéo da ponte,
estrutura do tronco encefalico, também envolvida na funcdo descendente inibitoria.
Enquanto o RVM emite projecdes diretamente para o corno dorsal, o tegmento pontino
dorsolateral emite projecdes ao longo da medula, que por fim, também alcancam o corno
dorsal (Fields, 2000; Benarroch, 2008; Kwon et al., 2014).

A importancia da amigdala no controle de emocdao, estresse e ansiedade sugere
gue este pode ser um sitio onde estes parametros séo integrados com o processamento
da dor (De Felice e Ossipov, 2016). Estudos de imagem demonstraram ativacédo da
amigdala durante a aplicacdo de estimulos nocivos, bem como interacdes desta
estrutura com areas corticais e com a PAG (Bingel et al., 2007; Bingel e Tracey, 2008).

Sabe-se ainda que a modulacdo da dor é mediada por vias monoaminérgicas
descendentes que podem inibir ou facilitar a transmisséo da informac&o nociceptiva ao
nivel do corno dorsal. 5-HT e noradrenalina (NA) sdo importantes monoaminas que
exercem, via diferentes subtipos de receptores, uma modulacdo da liberagdo de
neurotransmissores a partir de aferentes nociceptivos e da excitabilidade neuronal no
corno dorsal (Benarroch, 2008). A ativacédo de vias descendentes serotoninérgicas ou
noradrenérgicas geralmente produz efeitos antinociceptivos. No entanto, € importante

considerar que efeitos pré-nociceptivos também podem ser observados dependendo do
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subtipo de receptor ativado, sitio de acdo no corno dorsal (fibras aferentes primarias ou
neurdnios de projecdo) e interacao entre fibras descendentes com outros neurdnios na
medula espinhal (Yoshimura e Furue, 2006). Estes sistemas monoaminérgicos estao
envolvidos nos mecanismos de diferentes tipos de dor, como inflamatéria e neuropética
(Ren e Dubner, 2002).

A via serotoninérgica PAG-RVM tem sido considerada o sistema de modulagéo
endogena primario da dor e alvo da analgesia opioide supraespinhal (Mason, 2005).
Atuando em diferentes tipos de receptores, a 5-HT exerce efeitos modulatérios na
transmissao nociceptiva no corno dorsal. Neurbnios serotoninérgicos centrais podem
facilitar ou ndo a transmissdo nociceptiva, de acordo com o receptor envolvido.
Diferentes estudos sugerem que a ativacao de receptores 5HT1 e 5HT7 apresenta um
efeito antinociceptivo, enquanto que a ativagao de receptores 5HT2 e 5SHT3 apresenta um
efeito pro-nociceptivo (Benarroch, 2008; De Felice e Ossipov, 2016). No entanto, é
importante considerar que o RVM é formado por um grupo heterogéneo de neurdnios,
serotoninérgicos e ndao-serotoninérgicos, que estdo envolvidos ndo somente na
modulacdo da dor, mas também no controle de outras fungbes autondmicas e
homeostéaticas (Mason et al., 2007).

A NA também esta envolvida no controle intrinseco da dor e as principais fontes
centrais sdo os nucleos no tronco cerebral, denominados de Al a A7 (Pertovaara, 2006).
Considerando que a PAG e o corno dorsal ndo contem neurénios noradrenérgicos, as
projecdes a partir da PAG possivelmente ativam, direta ou indiretamente, neurénios de
projecdo noradrenérgicos (Bajic e Proudfit, 1999). Na medula espinhal a inervacao
noradrenérgica tem origem a partir de diferentes grupos celulares no tegmento pontino,
incluindo os grupos A5, A6 (LC, Locus Ceruleus) e A7 (Benarroch, 2008). Estas
estruturas estdo conectadas com varios outros nucleos relacionados com
comportamentos de dor e recebem proje¢des da PAG (Bajic e Proudfit, 1999). O LC
representa o maior sitio de corpos celulares noradrenérgicos do cérebro e a inibicdo de
respostas nociceptivas induzidas pela estimulagdo desta regido pode ser bloqueada por
lesdo no VLF, mas nédo no DLF, indicando que o VLF medeia o efeito antinociceptivo

noradrenérgico descendente a partir do LC (Pertovaara, 2006). Na medula espinhal, a
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NA liberada a partir de vias descendentes tem efeito supressor da dor pela acéo inibitéria
sobre receptores a2A em terminais centrais de aferentes primarios (inibicdo pré-
sinaptica), pela acdo direta sobre neurbnios de transmissdo da dor (inibicdo poés-
sinaptica) e pela ativagdo de interneurdnios inibitorios mediada por receptores a1
(Benarroch, 2008). O efeito modulatério em niveis supraespinhais pode variar de acordo
com o sitio, o tipo de receptor envolvido, a duracédo da dor e a condicéo patofisiologica
(Pertovaara, 2006).

A participagdo de vias descendentes e grupos de células noradrenérgicas na
potencializacdo da dor crbnica foi demonstrada em modelos de dor inflamatéria (Howorth
et al., 2009) e neuropética (Ma e Eisenach, 2003; Hayashida et al., 2008), mas com graus
variaveis, dependendo da condicéo de dor (Porreca et al., 2002).

As conexfes excitatérias entre PAG e RVM envolvem diferentes tipos de
neurdnios, como glutamatérgicos e serotoninérgicos. As conexdes inibitdrias ocorrem
em menor numero e envolvem principalmente neurdnios GABAérgicos. A reducao deste
controle GABAérgico, com opioides e canabindides por exemplo, contribui para a
inducao de analgesia destas drogas a partir da PAG (Millan, 2002).

1.3.1 RVM e dor

O RVM é um sitio importante para a modulacdo descendente da transmisséo
nociceptiva (Fields et al., 1983; Heinricher et al., 1989), podendo participar na inibicao
bem como na facilitacdo da dor (Ossipov et al., 2010). Esta estrutura compreende o
nacleo magno da rafe, o nucleo reticular gigantocelular pars alfa e o ndcleo
paragigantocelular lateral (Fields et al., 1991) e recebe projecdes de diferentes regides
além da PAG, como talamo e LC, sendo considerada uma via comum final na modulacao
descendente, com projec¢fes para o corno dorsal e o subnucleo caudalis (Ossipov et al.,
2010; Akerman et al., 2011).

A participacdo do RVM na modulacdo da dor foi demonstrada nos estudos de

Fields e colaboradores, nos quais a atividade dos neurdnios do RVM foi relacionada com
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0 comportamento de ratos levemente anestesiados expostos a um calor nocivo no teste
do tail-flick. Estes estudos identificaram uma populacdo de neurbnios do RVM que
aumentam os disparos antes do reflexo nociceptivo, as chamadas on-cells, e outra
populagdo de neurdnios que estdo tonicamente ativadas e reduzem os disparos antes
do reflexo, as chamadas off-cells (Fields et al., 1983; Heinricher et al., 1989). Esta
dicotomia na funcdo neuronal é consistente com a modulacdo bidirecional da dor e as
caracteristicas eletrofisiologicas das células on e off sdo consistentes com as funcdes
pré e antinociceptivas, respectivamente (Ossipov et al., 2010). Outra populacdo de
neurbnios, as chamadas células neutras, foram inicialmente caracterizadas pela
auséncia de resposta ao estimulo térmico nocivo aplicado na cauda. Entretanto, estas
células respondem a estimulos nocivos de diferentes intensidades aplicados em outros
pontos, e podem representar subtipos de células on ou de células off (Ellrich et al., 2000).

E importante considerar a participacéo de diferentes neurotransmissores neste
processo de modulacéo da dor a partir do RVM. Considerando que neurénios do RVM
representam uma importante fonte de projecdes serotoninérgicas para o corno dorsal, 0
estudo de Potrebic e colaboradores identificou neurénios do RVM pelas respostas a
aplicacdo de um estimulo nocivo cutaneo e analises de imunocitoquimica mostraram que
apenas as células neutras apresentaram imunoreatividade para 5-HT. Este achado
sugere que as células neutras serotoninérgicas estdo envolvidas na modulacdo da
transmissao nociceptiva espinhal (Potrebic et al., 1994). Apesar disso, as células on e
off podem ser moduladas por células neutras (Foo e Mason, 2003). Sabe-se que cerca
de 20% dos neurdnios do RVM com projecédo para o corno dorsal sdo serotoninérgicos,
enguanto os remanescentes sao provavelmente GABAérgicos ou glicinérgicos (Kato et
al., 2006). Isto demonstra a complexidade da influéncia das células do RVM na
modulac¢éo da dor.

As células on expressam receptores y opioides e as células off, apesar de nao
expressarem estes receptores, sofrem uma acao indireta pela ativacdo dos mesmos. Isto
ocorre porgue as células off sdo inibidas por fiboras GABAérgicas que expressam
receptores Y. Sendo assim, a liberacdo enddgena de opioides ou a administragdo de

agonistas p inibem diretamente as células on e ativam indiretamente as células off,
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através de uma desinibicdo GABAérgica (Fields, 2004) (FIGURA 3). Isto explica a
analgesia induzida pelo tratamento intra-RVM com antagonistas GABA, como a
bicuculina, cuja acdo € normalmente pré-nociceptiva (Heinricher e Tortorici, 1994).

Opioide

RVM

Corno dorsal da
medula espinhal

m [ ) Neurdnio de

primeira ordem segunda ordem

FIGURA 3 — ACAO DE AGONISTAS p OPIOIDES EM CELULAS ON E OFF DO RVM

Os receptores p estéo localizados em terminais de células GABAérgicas e em regides somatodendriticas
das células on. Agonistas y produzem um efeito anti-nociceptivo pela inibicdo direta de células on ou
desinibigcdo de células off.

As células on também expressam receptores de colecistocinina 2 (CCK2), os quais
estao colocalizados com os receptores p opioides. A administracéo intra-RVM de CCK
aumenta a atividade de células on (Heinricher e Neubert, 2004) e induz hiperalgesia
(Kovelowski et al.,, 2000). Considerando estados de dor persistente, normalmente
associados a mecanismos facilitatorios descendentes, a inibicdo de neurdénios com perfil
sugestivo de células on pode bloguear comportamentos relacionados a dor (Kovelowski
et al., 2000; King et al., 2009; Zhang et al., 2009).

O estudo de Kaplan e Fields investigou a participacdo do RVM na hiperalgesia
induzida em um modelo de abstinéncia a opioide e demonstrou que a inativacdo desta

estrutura com lidocaina é capaz de reduzir a hiperalgesia, mostrando que o RVM pode
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participar da facilitacdo da transmisséo nociceptiva nesse modelo (Kaplan e Fields, 1991).
Além disso, considerando que neste modelo a atividade das células off estéa relativamente
reduzida e das células on aumentada (Bederson et al., 1990), os resultados de Kaplan e
Fields sugerem que a reduc¢éo da hiperalgesia pelo bloqueio do RVM ocorre em funcao
da inativacdo de células on (Kaplan e Fields, 1991). Da mesma forma, a injecdo de
formalina na pata traseira de ratos foi capaz de induzir nocicepcdo e aumentar os disparos
das células on do RVM (Vanegas e Schaible, 2004).

Considerando que a modulag&o descendente inibe a dor aguda, tem sido sugerido
gue um desequilibrio entre acdes inibitorias e facilitatorias ocorre durante situacdes de
dor crbnica com um ganho na facilitagdo descendente da dor (Porreca et al., 2002). Em
condi¢cbes de dor crdnica, parece ocorrer uma reducao da inibicho e um aumento da
facilitagdo descendente, aumentando a transmiss&o nociceptiva na medula espinhal
(Tracey e Mantyh, 2007).

Outros estudos demonstraram que as vias modulatérias descendentes da dor a
partir do RVM séo também importantes na mediacéo da dor tdnica induzida pela lesédo de
nervo (King et al., 2009; Wang et al., 2013). Dada a importancia deste sistema para o
controle enddgeno da dor e sua influéncia sobre diferentes tipos de dor, o presente estudo
investigou a participacdo destas projecdes no inicio e manutencdo da dor neuropatica
(evocada e tonica) de origem trigeminal. Para isso, foram utilizados os modelos animais
de constricdo do nervo infraorbital e de preferéncia condicionada de lugar, descritos a

sequir.

1.4 MODELOS ANIMAIS

1.4.1 Constrigdo do nervo infraorbital (CION, do inglés Constriction of the Infraorbital
Nerve)

Vos e Maciewicz desenvolveram um modelo para o estudo da TN, o qual consiste
na constricdo do nervo infraorbital de ratos. Neste modelo o0 acesso a porcao infraorbital

do nervo trigémeo ocorre lateralmente a borda da 6rbita ocular, formada pelos ossos
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maxilar, frontal, lacrimal e zigomatico (Vos et al., 1994). Em 2006, o método foi modificado
por Chichorro e colaboradores. A alteracdo proposta permite que 0 acesso ao ramo
infraorbital do nervo seja realizado através de uma incisédo na pele e afastamento dos
musculos elevador do labio superior e masseter superficial anterior (Chichorro et al., 2006
[b]).

O modelo reproduz importantes aspectos da TN e estudos pré-clinicos utilizando
este modelo tém usado avaliagbes comportamentais que consistem principalmente na
retirada da cabec¢a quando o estimulo € aplicado na area do ramo infraorbital, uma medida
de dor evocada. Além disso, a CION produz um aumento do grooming facial no lado
ipsilateral, potencialmente refletindo comportamentos a relacionados a dor (Vos e
Maciewicz, 1991; Vos et al., 1994).

ApOs a cirurgia os animais apresentam sinais de dor que incluem hiperalgesia
mecanica (Vos e Maciewicz, 1991; Vos et al.,, 1994), térmica (Imamura et al., 1997,
Chichorro et al., 2006 [b]; Chichorro et al., 2009) e inflamatdria (Anderson et al., 2003). As
hiperalgesias mecéanica e térmica apresentam diferentes decursos temporais. O
desenvolvimento de hiperalgesia térmica inicia aproximadamente 2 dias depois da CION,
enquanto que a hiperalgesia mecanica inicia cerca de 10 dias ap0s a cirurgia, (Vos et al.,
1994; Imamura et al., 1997; Chichorro et al., 2006 [b]; Chichorro et al., 2009), como
representado na figura 4.
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FIGURA 4 — DECURSO TEMPORAL DA HIPERALGESIA AO CALOR E MECANICA INDUZIDA PELA
CIRURGIA DE CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL

A curva com linha continua representa o decurso temporal da hiperalgesia ao calor e a curva pontilhada
representa o decurso temporal da hiperalgesia mecénica. As linhas pontilhadas representam os picos de
hiperalgesia para os estimulos avaliados. Figura adaptada (Chichorro, 2006).

1.4.2 Preferéncia Condicionada de Lugar (CPP, do inglés Conditioned Place Preference)

A dor crdnica persistente que ocorre na auséncia de um estimulo externo € um
aspecto da dor neuropética dificil de investigar na fase pré-clinica (King et al., 2009;
Navratilova et al., 2013). Com o intuito de avaliar esta dor, foi desenvolvido um método
no qual os aspectos motivacionais da dor cronica tonica sao avaliados. A dor apresenta
componentes sensoriais e afetivos e produz uma forte motivagéo para buscar alivio. O
alivio de um estado tonico aversivo € recompensador, servindo como um refor¢co negativo
gue pode ser usado para moldar o comportamento. Estes conceitos serviram como base
para estudos que demonstraram que o alivio da dor produz CPP para um contexto distinto
(King et al., 2009; King et al., 2011; Okun et al., 2011; Qu et al., 2011; Okun et al., 2012).

O teste de CPP tem sido usado para o estudo da dor em diferentes modelos
animais. O estudo de De Felice e colaboradores utilizou este teste para avaliagao da dor

ceféalica e observou que a administracdo de lidocaina intra-RVM produziu CPP em
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animais que apresentavam alodinia cutanea apés tratamento com mediadores
inflamatoérios na dura-mater. Além disso, a administracdo de um antagonista
dopaminérgico no nucleo accumbens foi capaz de inibir CPP nestes animais, o que
mostra que o alivio da dor ativa vias dopaminérgicas de recompensa (De Felice et al.,
2013). Havelin e colaboradores reportaram que o tratamento intra-RVM com lidocaina
induz CPP, indicando que o bloqueio da facilitagdo descendente produz alivio da dor no
modelo de osteoartrite avancada (Havelin et al., 2016). Outro estudo investigou o efeito
do blogueio do RVM e reportou a presenca de CPP em animais submetidos a cirurgia de
ligadura de nervo espinhal 60 dias apés a lesédo, sugerindo dor espontanea de longa
duragao nestes animais (Wang et al., 2013).

No presente estudo, o teste de CPP foi utilizado para revelar a presenca de dor
tonica no modelo de TN induzido pela constricao do ramo infraorbital e determinar o papel

do sistema modulatério descendente da dor a partir do RVM nesse aspecto.
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2 HIPOTESE

O bloqueio do RVM é capaz de atenuar a hiperalgesia mecéanica orofacial e a dor
ténica 15 dias p6s-CION, mas ndo altera a hiperalgesia ao calor ou a dor ténica 5 dias

apos a inducao da dor neuropatica trigeminal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacao de projecdes periféricas e centrais descendentes a partir do
RVM na geracdo e na manutencdo da dor evocada e tbnica em um modelo de dor

neuropética trigeminal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e avaliar o efeito do tratamento sistémico com lidocaina na hiperalgesia térmica 5
dias ap6s CION;

e avaliar o efeito do tratamento sistémico com lidocaina no teste de CPP 5 dias
apos CION;

e avaliar o efeito do tratamento intra-RVM com lidocaina na hiperalgesia térmica
5 dias apo6s CION;

e avaliar o efeito do tratamento intra-RVM com lidocaina no teste de CPP 5 dias
apos CION;

e avaliar o efeito do tratamento sistémico com lidocaina na hiperalgesia mecanica
15 dias apos CION;

e avaliar o efeito do tratamento sistémico com lidocaina no teste de CPP 15 dias
apos CION;

e avaliar o efeito do tratamento intra-RVM com lidocaina na hiperalgesia mecanica
15 dias apos CION;

e avaliar o efeito do tratamento intra-RVM com lidocaina no teste de CPP 15 dias
apos CION;

e avaliar o efeito dos tratamentos sistémico e intra-RVM com lidocaina na
hiperalgesia mecéanica 15 dias ap6s CION nos animais constritos ndo hiperalgésicos

neste periodo;



40

e avaliar o efeito dos tratamentos sistémico e intra-RVM com lidocaina no teste de
CPP 15 dias ap6s CION nos animais constritos ndo hiperalgésicos neste periodo;
« avaliar o efeito do tratamento sistémico com lidocaina na atividade locomotora

de animais naive.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Rattus norvegicus, variedade Wistar, machos, pesando
entre 200-220 g, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana, mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura
(22 + 2 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h) com livre acesso a racao e agua.
Os animais foram transferidos do biotério para a sala de ambienta¢cdo no minimo 2 dias
antes dos experimentos e agrupados em um nimero maximo de 4 animais por caixa. Os
animais submetidos a cirurgia para implante da canula no RVM foram mantidos
isoladamente apos a cirurgia. Os experimentos foram realizados durante a fase clara do
ciclo, em sala silenciosa e com temperatura controlada. Todos os protocolos utilizados
neste estudo foram aprovados pela Comiss&o de Etica para o Uso de Animais do Setor
de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parand (CEUA/BIO — UFPR,
autorizacdo numero 805), e executados em conformidade com as diretrizes éticas,
incluindo as politicas e recomendacdes da Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (Zimmermann, 1983), regulamentos brasileiros para o bem-estar animal e
Resolucdes Normativas e Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA. Todos os esforcos foram feitos para melhorar o

bem-estar e minimizar o nUmero de animais utilizados.

4.1.2 Drogas

Foram empregadas as seguintes drogas, reagentes e solucgdes:
 Acrilico autopolimerizante liquido (Jet Acrilico autopolimerizante®, CIlassico
Artigos Odontoldgicos Industria Brasileira, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil);

* Azul de toluidina (Labsynth, Diadema, SP, Brasil);



42

* Cloridrato de Bupivacaina (Neocaina®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil);

* Cloridrato de Cetamina (Quetamina®, Vetnil Industria e Comércio de Produtos
Veterinarios Ltda, Louveira, SP, Brasil);

* Cloridrato de Lidocaina (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

» Cloridrato de Xilazina (Xilasin®, Syntec Tecnologia Farmacéutica Aplicada a
Medicina Veterinaria, Santana de Parnaiba, SP, Brasil);

* Formaldeido (Formaldeido 37% Comercial, Labsynth, Diadema, SP, Brasil);

* Oxitetraciclina (Terramicina LA®, Pfizer, Itapevi, SP, Brasil);

« Peroxido de Hidrogénio (Agua oxigenada — Solucdo de Perdxido de Hidrogénio
3%, Rioquimica Industria Farmacéutica, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil);

* Resina acrilica autopolimerizante p6 (Jet Acrilico autopolimerizante®, Classico
Artigos Odontoldgicos Industria Brasileira, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil);

» Sacarose (Neon Comercial, Vila Prudente, SP, Brasil);

» Solugéo salina estéril 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de
Goiania, GO, Brasil);

» Tiopental (Thiopentax®, Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda,

Itapira, SP, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Procedimentos cirargicos

4.2.1.1 Canulagéo do RVM

A canulacdo bilateral do RVM foi realizada como descrito por Burgess e
colaboradores (2002). Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com quetamina
e xilazina (90 e 10 mg/Kg, respectivamente) e, apds tricotomia da regido superior da
cabeca, foram posicionados em um aparelho estereotaxico (Stoelting Co., Illinois, EUA)

e tiveram a cabeca fixada com auxilio de barras auriculares. A regido da inciséo foi
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anestesiada com bupivacaina associada a vasoconstritor (Neocaina 0,5% - Cloridrato de
Bupivacaina com epinefrina 1:200.000) afim de minimizar o sangramento local. Foi
realizada uma incisao longitudinal na pele e tecido subcutaneo, expondo a regido da
calota craniana, e o tecido subcutaneo restante foi removido com peroxido de hidrogénio
para permitir a melhor visualizacdo das suturas. Com a torre do equipamento em
angulacéo zero (posicao vertical), duas canulas guia (26-Gauge) separadas por 1,2 mm
(Plastics One Inc, Roanoke, VA, EUA) foram direcionadas para as porc¢des laterais do
RMV, de acordo com as seguintes coordenadas: antero-posterior (AP) - 11,0 mm a partir
do bregma, lateral (L) + 0,6 mm, dorso-ventral (DV) - 8,5 mm a partir da base do cranio.
ApoOs a superficie 6ssea estar completamente seca, com auxilio de uma broca
odontoldgica esférica acoplada a um motor de baixa rotacado, foram feitas 3 trepanacées
na calota craniana, uma na parte anterior de cada 0sso parietal e uma no osso frontal,
nas quais foram fixados 3 pequenos parafusos de aco inoxidavel. Na sequéncia, foi
realizada uma trepanacdo na regido indicada pelas coordenadas descritas e, apds o
correto posicionamento das canulas, as mesmas foram cimentadas com resina acrilica
autopolimerizavel (Jet, Campo Limpo Paulista, SP, BR). Ao término do procedimento, 0s
animais foram tratados com oxitetraciclina (480 mg/Kg, i.m.) e acompanhados até
completa recuperacédo. Os testes comportamentais ou cirurgias subsequentes iniciaram

com, no minimo, 7 dias de intervalo.

4.2.1.2 Constricdo do nervo infraorbital

A constricdo do nervo infraorbital foi realizada segundo o método inicialmente
descrito por Vos e colaboradores (1994), com algumas modificacdes (Chichorro, 2006).
Os animais foram previamente anestesiados via intraperitoneal com quetamina e xilazina
(90 e 10 mg/Kg, respectivamente) e, apos tricotomia da regido direita da face, foi
realizada assepsia da mesma com alcool iodado. Apds o estabelecimento da anestesia,
foi feita uma incisao na pele, abaixo do olho direito do animal, cerca de 3 mm posterior a
area de inser¢do das vibrissas. Foram afastados os musculos elevador do labio superior

e masseter superficial anterior para que a porgao rostral do nervo infraorbital fosse
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exposta, proximo a fissura infraorbital. O nervo infraorbital foi entdo dissecado dos
tecidos adjacentes com auxilio de uma pinga cirirgica e, em seguida, foram feitas duas
amarras frouxas com fio de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso, separadas por
aproximadamente 2 mm. A sutura dos tecidos foi feita por pontos separados utilizando o
mesmo tipo de fio usado para a confeccdo das amarras. Os animais do grupo falso-
operado (Sham) foram submetidos ao mesmo procedimento, porém o feixe nervoso foi
somente exposto. Ao término da cirurgia os animais foram avaliados até a completa
recuperacéo da anestesia. Os testes comportamentais subsequentes iniciaram com, no

minimo, 4 dias de intervalo.

4.2.2 Administracédo de drogas

4.2.2.1 Injecdes no RVM

Para a realizacdo das injecdes no RVM os animais foram contidos e receberam
em cada uma das canulas 0,5 puL de uma solucao de lidocaina 4% dissolvida em veiculo
(salina) ou veiculo (salina, 0,5 pL). A injecao foi realizada com o auxilio de uma céanula
injetora dupla de 33-Gauge (Plastics One Inc, Roanoke, VA, EUA), com comprimento
adicional de 1 mm em relacdo ao comprimento das canulas para garantir o acesso da
droga ao tecido e prevenir o refluxo da mesma pelas canulas. O injetor foi acoplado, com
auxilio de um cateter de polietileno, a uma seringa (Hamilton, 25 pyL) e a mesma foi
conectada a um injetor (Stoelting Co, Wood Dale, IL, EUA), o qual foi programado para
dispensar a solu¢cdo com fluxo de 0,5 pL/min. Apdés a injecéo, o injetor permaneceu

acoplado as canulas por 1 min adicional e, na sequéncia, foi lentamente removido.
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4.2.2.2 Injecdes sistémicas

As injecBes sistémicas foram realizadas em areas dorsolaterais interescapulares
pela via subcutdnea e os animais receberam uma solucédo de lidocaina dissolvida em

veiculo (salina), na dose de 10 mg/Kg, ou veiculo (salina,1 mL/Kg).

4.2.3 Testes comportamentais

4.2.3.1 Avaliacao da Hiperalgesia ao calor

Para a avaliacdo da hiperalgesia ao calor, os animais foram contidos pela mao do
experimentador e uma fonte de calor radiante, com temperatura aproximada de 50 °C,
foi posicionada a cerca de 1 cm da area de insercéo das vibrissas, do lado direito da
face. Com auxilio de um cronémetro foi registrado o tempo de reacéo, em s, para que 0s
animais afastassem vigorosamente a cabeca da fonte ou apresentassem movimentos
rapidos e consecutivos das vibrissas (Chichorro et al., 2009). Foram selecionados para
0S experimentos apenas animais que apresentaram estas respostas entre 9 e 20 s a
partir da aplicacdo do estimulo nas avaliacbes basais. O tempo de corte de 20 s foi
estipulado para evitar danos teciduais. Para avaliacdo da hiperalgesia ao calor apos a
cirurgia de constricdo, o estimulo foi aplicado antes do tratamento com lidocaina e em

intervalos de 30 min até 120 ou 180 min.

4.2.3.2 Avaliacao da Hiperalgesia mecéanica

Para a avaliacdo da hiperalgesia mecanica, os animais foram habituados em
caixas de observacéo por pelo menos 2 h. Em seguida, foi feita a aplicagdo em ordem
crescente de 8 filamentos de von Frey (Semmes-Weinstein Monofilaments, Stoelting,
USA - 0,04, 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 g) na regiao de insercao das vibrissas, no

lado direito da face. Cada filamento foi aplicado 3 vezes consecutivas, com um intervalo
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de aproximadamente 30 s entre cada aplicacdo. O limiar de resposta dos animais a este
estimulo foi considerado como sendo a for¢a, em g, exercida pelo filamento que evocou
por 2 vezes comportamentos como retirada rapida da cabeca, grooming facial ou reacdes
de ataque/escape. Somente 0s animais que nao apresentaram estes comportamentos
nociceptivos com a aplicacao de todos os filamentos foram incluidos nos experimentos,
isto €, aqueles que possuiam um limiar de resposta a estimulacdo mecéanica igual ou
superior a 8 g (Christensen et al., 1999; Chichorro et al., 2006 [a]). Para avaliacdo da
hiperalgesia mecéanica apés a cirurgia de constricdo, o estimulo foi aplicado antes dos

tratamentos e em intervalos de 30 min até 120 min.

4.2.3.3 Teste de CPP

O protocolo para a execucao deste teste foi realizado de acordo com o descrito
por King (King et al., 2009). O aparato é formado por 3 diferentes compartimentos de
madeira, com 2 divisorias méveis, que podem ser substituidas por divisérias com
aberturas (10 x 7 cm) para permitir o livre acesso dos animais. O compartimento central
“neutro” (Ax L x P —31x10x 25 cm) é de cor preta e permaneceu iluminado (luz branca,
13 watts) durante a execucdo de todos os experimentos, podendo estar com divisOrias
fechadas ou abertas (para permitir o acesso aos outros dois compartimentos). Os dois
compartimentos de condicionamento (31 x 36,5 x 25 cm) apresentam diferentes pistas
visuais e tateis. Um compartimento é de cor preta, com piso em madeira lisa e as paredes
laterais possuem listras brancas horizontais. O outro compartimento é de cor preta, com
piso em vidro transparente texturizado e as paredes laterais apresentam listras brancas
verticais. Os experimentos foram realizados em 3 fases: pré-condicionamento,
condicionamento e teste. No primeiro dia (pré-condicionamento), os animais foram
colocados individualmente na camara neutra e permaneceram com livre acesso entre as
2 camaras de condicionamento durante 15 min. O tempo que cada animal permaneceu
em cada uma das camaras foi analisado para verificar a inexisténcia de preferéncia pré-
condicionamento. Animais que permaneceram mais do que 720 s ou menos do que 180

S em uma unica camara nesta fase foram excluidos dos experimentos. Finalizada a fase
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de pré-condicionamento, os dados foram contrabalanceados, considerando cada grupo
isoladamente. Para tal, considerou-se o tempo (em s) de permanéncia dos animais
constritos em cada uma das camaras no pré-condicionamento e a definicdo das camaras
para o condicionamento foi sendo feita de tal forma que as médias dos tempos de
permanéncia nesta etapa nas camaras pareadas com salina e com lidocaina ficassem o
mais préoximas possivel. O mesmo procedimento foi feito para os tempos de preé-
condicionamento dos animais do grupo sham. Os animais foram entdo designados as
respectivas camaras para pareamento com lidocaina e veiculo. No segundo dia
(condicionamento), para a realizacdo dos experimentos com administracao intra-RVM,
durante o periodo da manha, os animais receberam veiculo e foram imediatamente
colocados na camara designada por 30 min. Quatro horas mais tarde, os animais
receberam lidocaina e foram imediatamente colocados na camara oposta por 30 min. O
condicionamento para o protocolo que contemplou injecdes sistémicas foi realizado 30
min apos as injecdes. No terceiro dia (teste), os animais foram colocados na camara
neutra e permaneceram no aparato por 15 min, com livre acesso as 2 camaras. O tempo
de permanéncia de cada animal foi analisado para determinar se o tratamento foi capaz
de produzir CPP. Um aumento no tempo de permanéncia, no dia teste, na camara
pareada com lidocaina comparado ao tempo de permanéncia nesta mesma camara no
pré-condicionamento indica CPP. A diferenca de escore foi calculada subtraindo o tempo
de permanéncia na camara pareada com lidocaina no pré-condicionamento do tempo de
permanéncia no pds-condicionamento. Um escore positivo indica preferéncia.

Este protocolo foi usado em dois diferentes tempos apos a cirurgia de constri¢ao,
iniciando nos dias 4 ou 14 apds a cirurgia, e foi conduzido com injec6es de lidocaina
sisttmica e no RVM. Os experimentos foram conduzidos em uma sala de baixa
iluminacao e o comportamento dos animais foi registrado com auxilio de uma camera de
video, posicionada acima do aparato, acoplada a um computador. Ao final de cada
sessdo, 0s animais retornaram para suas caixas e o aparato foi higienizado com papel

toalha embebido em agua.
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4.2.3.4 Teste do Campo Aberto (Open Field)

A atividade locomotora dos animais foi avaliada no teste de campo aberto (Chioca
et al., 2008), cujo aparato consiste em uma arena quadrangular (30x60x60 cm), com piso
dividido em 9 quadrantes iguais. Os animais foram colocados individualmente no centro
da arena e o comportamento dos animais foi registrado durante 5 min com auxilio de
uma camera de video, posicionada acima do aparato, acoplada a um computador. Foi
avaliado o numero de quadrantes cruzados, considerando como um cruzamento a
passagem do animal com as duas patas traseiras para o préximo quadrante. O namero
de cruzamentos no campo aberto foi usado como um indice primario da atividade
locomotora. Ao final de cada sessédo, o aparato foi higienizado com papel toalha

embebido em &gua.
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4.2.4 Protocolos experimentais

Em cada experimento foram utilizados grupos diferentes de animais e 0S mesmos
foram randomizados para os grupos de tratamento, de acordo com o tempo de avaliagcéo
pos-CION. Em um primeiro momento foi investigado o efeito do tratamento com lidocaina
sistémica na hiperalgesia ao calor induzida pela constricdo do nervo infraorbital 5 dias
pos-cirurgia. Foram obtidas respostas basais ao estimulo térmico pré-cirurgia e 5 dias
apos a cirurgia os animais foram novamente submetidos ao estimulo e na sequéncia 0s
receberam lidocaina (10 mg/Kg) ou veiculo (salina, 1 mL/Kg) pela via subcutanea. Apés
a administracao, a hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 30 min até 180 min.
Para investigar a presenca de dor tbnica induzida pela constricdo o teste de CPP foi
realizado, com inicio no dia 4 p6s-CION e condicionamento no dia 5, com lidocaina e
salina administradas pela via sistémica. Neste grupo, a hiperalgesia ao calor foi avaliada
antes da cirurgia e apos o término do CPP, no dia 7 (ESQUEMA 1).

TRATAMENTO SISTEMICO - 5 dias p6s-CION

Lidocaina 10 mg/Kg s.c.

| Salina 1 mL/Kg s.c.

DO D5
S
Basal CION Hiperalgesia
térmica

Basal + 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min

Lidocaina 10 mg/Kg s.c.

DO ’_ Salina 1 mL/Kg s.c.
Basal CION D4 D5 D6 D7
CPP |
Hiperalgesia
térmica

ESQUEMA 1 — PROTOCOLO PARA INVESTIGACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA
SISTEMICA NA HIPERALGESIA AO CALOR E NO TESTE DE CPP

O simbolo D indica “dia”. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada de
Lugar.
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Para investigar o efeito do tratamento intra-RVM com lidocaina foram obtidas
respostas basais ao estimulo térmico e os animais foram submetidos a cirurgia para
implante das cénulas na regido do RVM. Respeitando um intervalo de 7 dias para
recuperacdo dos animais, os mesmos foram submetidos a cirurgia de constricdo do
nervo. A laténcia para resposta ao estimulo foi previamente avaliada para confirmar a
auséncia de influéncia da primeira cirurgia nas respostas subsequentes. No dia 5 pos-
CION a hiperalgesia térmica foi avaliada e os animais receberam o tratamento intra-RVM
com lidocaina (4%, 0,5 pL) ou veiculo (salina, 0,5 pyL) e apdés a administracdo a
hiperalgesia foi avaliada em intervalos de 30 min até 120 min. Para investigar a presenca
de dor ténica induzida pela constricdo, o teste de CPP foi realizado, com inicio no dia 4
p6s-CION e condicionamento no dia 5, com lidocaina e salina administradas intra-RVM.
Neste grupo, a hiperalgesia ao calor ainda foi avaliada apos o término do CPP, no dia 7
(ESQUEMA 2).

TRATAMENTO INTRA-RVM - 5 dias p6s-CION

Lidocaina 4% 0,5 uL

[_ Salina 0,5 pL
D-7 DO D5
Basal Canula(}ao Basal CION Hiperalgesia
RVM térmica
Basal + 30, 60, 90 e 120 min
Lidocaina 4% 0,5 pL
’_ Salina 0,5 pL
D-7 DO
Basal Canulagao Basal CION D4 D5 D6 D7
RVM CPP
Hiperalgesia
térmica

ESQUEMA 2 — PROTOCOLO PARA INVESTIGACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO INTRA-RVM COM
LIDOCAINA NA HIPERALGESIA AO CALOR E NO TESTE DE CPP

O simbolo D indica “dia”. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada de
Lugar. RVM — Bulbo Rostral Ventromedial.
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O protocolo seguinte investigou inicialmente o efeito do tratamento com lidocaina
sistémica na hiperalgesia mecéanica induzida pela constricdo 15 dias pds-cirurgia. Os
animais selecionados no teste do von Frey (com limiar de resposta a estimulacdo
mecanica igual ou superior a 8 g) foram submetidos a cirurgia de constricdo e 15 dias
ap6s a cirurgia a hiperalgesia mecanica foi avaliada. Na sequéncia, 0s animais
receberam lidocaina (10 mg/Kg) ou veiculo (salina, 1 mL/Kg) pela via subcutanea e, apés
a administracdo, a hiperalgesia mecanica foi avaliada em intervalos de 30 min até 120
min. Para investigar a presenca de dor tonica induzida pela constri¢cao, o teste de CPP
foi realizado, com inicio no dia 14 pés-CION e condicionamento no dia 15, com lidocaina
e salina administradas pela via sistémica. Neste grupo, a hiperalgesia ao calor foi
avaliada antes da cirurgia e apos o término do CPP, no dia 17. Um grupo de animais
naive recebeu lidocaina (10 mg/Kg, s.c.) ou veiculo (salina, 1 mL/Kg) e foi submetido ao
teste do campo aberto 30 min apds o tratamento para avaliacdo da atividade locomotora
(ESQUEMA 3).

TRATAMENTO SISTEMICO - 15 dias pés-CION

Lidocaina 10 mg/Kg s.c.
Salina 1 mL/Kg s.c.

Do D15
Basal CION Hiperalgesia
mecanica
Basal + 30, 60,
90 e 120 min
Lidocaina 10 mg/Kg s.c.
DO Salina 1 mL/Kg s.c. —l
|
Basal CION D14 D15D16 D17
CPP 1
+ Teste do campo aberto Hiperalgesia

mecanica

ESQUEMA 3 — PROTOCOLO PARA INVESTIGACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA
SISTEMICA NA HIPERALGESIA MECANICA E NO TESTE DE CPP

O simbolo D indica “dia”. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada de
Lugar.
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Por fim, para investigar o efeito do tratamento intra-RVM com lidocaina na
hiperalgesia mecénica e no teste do CPP 15 dias pds-CION os animais foram
selecionados no teste do von Frey e os mesmos foram submetidos a cirurgia para
implante das cénulas na regido do RVM. Respeitando um intervalo de 7 dias para
recuperacdo dos animais, os mesmos foram submetidos a cirurgia de constricdo do
nervo, sendo que antes da realizacdo da segunda cirurgia os animais foram submetidos
ao teste do von Frey, como no protocolo anterior que contemplou canulagdo do RVM. No
dia 15 p6s-CION a hiperalgesia mecéanica foi avaliada e os animais receberam o
tratamento intra-RVM com lidocaina (4%, 0,5 uL) ou veiculo (salina, 0,5 yL) e apds a
administracdo a hiperalgesia foi avaliada em intervalos de 30 min até 120 min. Para
investigar a presenca de dor tonica induzida pela constricéo o teste de CPP foi realizado,
com inicio no dia 14 p6s-CION e condicionamento no dia 15, com lidocaina e salina
administradas intra-RVM. Neste grupo, a hiperalgesia ao calor ainda foi avaliada apds o
término do CPP, no dia 17 (ESQUEMA 4).

TRATAMENTO INTRA-RVM - 15 dias p6s-CION

Lidocaina 4% 0,5 pL

Salina 0,5 pL _|

D-7 DO D15
Basal Canulagao Basal CION Hiperalgesia
RVM mecanica
Basal + 30, 60,
90 e 120 min

Lidocaina 4% 0,5 pL

o.7 Do Salina 0,5 pL _|
e |
Basal Canulagao Basal CION D14 D15D16 D17
RVM CPP |
Hiperalgesia
mecanica

ESQUEMA 4 — PROTOCOLO PARA INVESTIGACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO INTRA-RVM COM
LIDOCAINA NA HIPERALGESIA MECANICA E NO TESTE DE CPP
O simbolo D indica “dia”. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada de

Lugar. RVM — Bulbo Rostral Ventromedial.
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4.2.5 Verificacdo dos tecidos

bY

ApOs os testes comportamentais com 0s animais submetidos a cirurgia de
canulacdo do RVM, a fim de avaliar a posi¢cdo das canulas, os animais foram contidos e
receberam em cada uma das canulas 0,5 L de uma solucéo de azul de toluidina a 1%.
A injecao foi realizada com o auxilio de uma cénula injetora dupla de 33-Gauge (Plastics
One Inc, Roanoke, VA, EUA), com comprimento adicional de 1 mm em relagdo ao
comprimento das canulas. O injetor foi acoplado, com auxilio de um cateter de polietileno,
a uma seringa (Hamilton 25 pyL) e a mesma foi conectada a um injetor (Stoelting Co,
Wood Dale, IL, EUA), o qual foi programado para dispensar a solucédo com fluxo de 0,5
puL/min. Apos a injecao, o injetor permaneceu acoplado as canulas por 1 min adicional e,
na sequéncia, foi lentamente removido. Os animais foram eutanasiados por anestesia
profunda com lidocaina (4 mg/Kg, i.p.) seguida de uma injecéo de tiopental (100 mg/Kg,
i.p.) e os cérebros foram removidos e fixados em solucéo de formaldeido a 10% por 24
h. Depois disso, os tecidos foram imersos em solucao de sacarose a 20% por adicionais
72 h. Os tecidos passaram por emblocamento em Tissue Tek (OCT Compound), foram
cortados em criostato em seccdes de 40 um de espessura e analisados com auxilio de
um microscopio éptico, de acordo com o atlas de Paxinos (Paxinos G, 1986). Os dados
de todos os animais foram avaliados, separados e interpretados de acordo com o
posicionamento das canulas. Animais com o posicionamento incorreto das canulas foram

denominados “off sets”.

4.2 .6 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (S.E.M., do
inglés Standard Error of the Mean). Andlise de variancia de duas vias (ANOVA) para
medidas repetidas foi empregada para analisar os dados da estimulagdo térmica e
mecanica, sendo o tratamento considerado o fator independente e os diferentes tempos
de comportamentos nociceptivos avaliados considerados as medidas repetidas. Em caso

de diferencas significativas no fator independente e/ou na interacdo entre o fator
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independente e os fatores repetidos, analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
do teste post hoc de Newman-Keuls foi aplicado. Os dados referentes aos experimentos
de CPP foram analisados por ANOVA de duas vias (camaras versus tratamento) seguido
do teste post hoc de Bonferroni para comparacdo entre os tempos de pré e poés
condicionamento na camara pareada com lidocaina. Na camara pareada com lidocaina
foi utilizada a diferenca de escore (tempo teste — tempo pré-condicionamento) para
avaliar diferencas entre os grupos CION e Sham usando teste t de Student. Esse mesmo
teste estatistico foi empregado para avaliagdo dos dados referentes ao experimento do
Campo Aberto. Em todas as anadlises, valores de P < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA SISTEMICA NA HIPERALGESIA
TERMICA OROFACIAL E NO TESTE DE CPP 5 DIAS POS-CION

A laténcia basal para resposta a aplicacéo de calor na face néao diferiu entre o
grupo controle (11,2 + 0,6 s) em relacdo ao grupo de animais constritos (11,5 £ 0,9 s).
Cinco dias apés a cirurgia de constricdo, a laténcia para resposta dos animais constritos
reduziu 45,4 % em relacédo ao grupo controle, com tempos de reacdo de 6,0 +0,5e 11,0
+ 0,6 s, respectivamente, caracterizando o desenvolvimento da hiperalgesia ao calor
(FIGURA 5).

Animais constritos que receberam tratamento sistémico via subcutanea com
lidocaina na dose de 10 mg/Kg no quinto dia p6s-CION exibiram um aumento da laténcia
para a resposta a aplicacdo do calor na face. O efeito anti-hiperalgésico da lidocaina foi
detectado 60 min apds sua administracdo e persistiu até o tempo de 120 min. Este
tratamento ndo alterou a laténcia basal para a resposta dos animais do grupo Sham
(FIGURA 5).
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HIPERALGESIA AO CALOR
LIDOCAINA SISTEMICA D5

-O- Sham Veiculo (n = 6)
-O- Sham Lidocaina (n = 5)
I} CION Veiculo (n =5)
4 CION Lidocaina (n = 7)

Laténcia para Resposta (s)

I
B D5 30 60 90 120 150 18

Tempo (min) pds-tratamento

FIGURA 5 — EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM LIDOCAINA NA HIPERALGESIA TERMICA
OROFACIAL POS-CION

No dia 5 pés-CION os animais receberam lidocaina (10 mg/Kg, s.c.) ou veiculo (salina, 1 mL/Kg, s.c.) e a
hiperalgesia térmica foi avaliada antes e em intervalos de 30 min até 180 min apds os tratamentos. *
indicam P<0,05 em relagé@o ao grupo Sham Veiculo. # indicam P<0,05 em relag&o ao grupo CION Veiculo.
As barras indicam o Erro Padrdo da Média. B — responsividade basal, antes da cirurgia; D5 —
responsividade basal no dia 5 p6s-CION. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Newman-Keuls.

No teste de CPP ndo houve diferenca entre os tempos de pré e pos-
condicionamento nas camaras pareadas lidocaina, independente do grupo. Os animais
do grupo Sham apresentaram tempos de permanéncia na camara pareada com lidocaina
nos dias de pré e poés-condicionamento de 357,3 + 41,3 e 354,7 = 52,3 s,
respectivamente. Para os animais do grupo CION, os tempos foram de 388,7 + 32,6 e
390,8 + 33,2 s, respectivamente. Estes dados mostram que os tempos de pré e pos-
condicionamento na camara pareada com lidocaina foram equivalentes para ambos o0s
grupos, indicando auséncia de CPP (FIGURA 6A).

A diferenca de escore permite uma comparagao entre 0S grupos e, neste
experimento, foi de -2,7 + 46,6 s e 2,1 + 35,1 s para os grupos Sham e CION,
respectivamente, indicando auséncia de CPP para ambos os grupos (FIGURA 6B).
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. TESTE DE CPP, . TESTE DE CPP
A CAMARA PAREADA COM LIDOCAINA SISTEMICA D5 B DIFERENGA DE ESCORE - LIDOCAINA SISTEMICA D5
900+ ) o S 1501
3 Pré-condicionamento _E
- 750 B Pos-condicionamento » g
= S € 100-
< 6004 o o
s 52
© 4504 35S 501
E S8 -
i [S4NO)
g 300 =
£ 5. 0
- )
~ 150 = E
L_/ 50_ ——
SHAM CION SHAM CION
n=12 n=14 n=12 n=14

FIGURA 6 — EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM LIDOCAINA NO TESTE DE CPP 5 DIAS
POS-CION

Nos dias 4, 5 e 6 p6s-CION, os animais foram submetidos ao teste de CPP, sendo que receberam pela
via sistémica lidocaina (10 mg/Kg) e veiculo (salina, 1 mL/Kg) no condicionamento (dia 5). O painel A indica
os tempos de permanéncia nas camaras pareadas com lidocaina no pré e pds-condicionamento. O painel
B representa a diferenca de escores (pré e pés-condicionamento). As barras indicam o Erro Padrdo da
Média. D5 — dia 5 p6s-CION. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada
de Lugar. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post hoc de Bonferroni (painel A);
Teste t de Student (painel B).
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5.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA NO RVM NA HIPERALGESIA
TERMICA OROFACIAL E NO TESTE DE CPP 5 DIAS POS-CION

As inje¢cdes no RVM foram realizadas como descrito anteriormente. Para os
experimentos envolvendo a avaliacdo da hiperalgesia térmica, de um total de 97 animais
submetidos a cirurgia de canulacdo, 58 estavam com as canulas bem posicionadas,
representando 59,8%. A figura 7A apresenta o0 mapa de canulagdo do RVM
representativo para estes experimentos, sendo que os circulos fechados representam o
correto posicionamento das canulas, enquanto os circulos abertos indicam uma
canulacéo incorreta (FIGURA 7A).

A laténcia basal para resposta a aplicacdo de calor na face foi avaliada antes da
cirurgia para canulagdo do RVM e antes da cirurgia de constricdo. A laténcia basal
verificada no primeiro momento do grupo controle foi de 10,3 + 0,6 s, enquanto que para
0s animais submetidos a cirurgia de constricao foi de 10,2 £ 0,5 s. Sete dias apos a
cirurgia de canulacao, a laténcia basal para resposta dos animais do grupo Sham foi de
10,7 £ 0,8 s, enquanto que para os animais CION foide 11,1 + 0,5 s. Estes dados indicam
gue a cirurgia para canulacdo do RVM ndo alterou o limiar basal de resposta para o
estimulo térmico em ambos os grupos. Cinco dias apds a cirurgia de constricdo, a
laténcia para resposta dos animais constritos reduziu 36,3% em relacdo ao grupo
controle, com tempos de reacdo de 6,5 + 0,3 e 10,2 + 0,6 s, respectivamente,
caracterizando o desenvolvimento da hiperalgesia ao calor. O tratamento com lidocaina
no RVM néo foi capaz de reverter a hiperalgesia ao calor induzida pelo CION e nédo

modificou o limiar de resposta do grupo Sham (FIGURA 7B).
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Laténcia para Resposta (s)

Interaural -2.04 mm

HIPERALGESIA AO CALOR
LIDOCAINA INTRA-RVM D5

Figure 125

Bregma -11.04 mm

-O- SHAM Veiculo (n = 12)
-O- SHAM Lidocaina (n = 7)
I CION Veiculo (n=9)
4l CION Lidocaina (n = 9)

B B-CION D5 30 60

90 120

Tempo (min) pés-tratamento
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FIGURA 7 — EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA NO RVM NA HIPERALGESIA TERMICA

OROFACIAL

O painel A representa o mapa de canulacdo do RVM para os experimentos que avaliaram hiperalgesia
térmica, sendo que os circulos fechados representam o correto posicionamento das canulas e os circulos
abertos indicam os off sets. No painel B, no dia 5 pds-CION os animais receberam lidocaina (4%, 0,5 pL)
ou veiculo (salina, 0,5 yL) no RVM e a hiperalgesia térmica foi avaliada antes e em intervalos de 30 min
até 120 min apds os tratamentos. * indicam P<0,05 em relacéo ao grupo Sham Veiculo. As barras indicam
o Erro Padrdo da Média. B indica responsividade basal, antes da cirurgia para canulacédo; B-CION indica
responsividade antes da cirurgia de constricdo; D5 — responsividade no dia 5 pés-CION. CION — Constricao
do Nervo Infraorbital. RVM — Bulbo Rostral Ventromedial. ANOVA de uma via seguida de teste post hoc

de Newman-Keuls.
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No teste de CPP nao houve diferenca entre os tempos de pré e pos-
condicionamento nas camaras pareadas lidocaina, independente do grupo. Os animais
do grupo Sham apresentaram tempos de permanéncia na camara pareada com lidocaina
nos dias de pré e pds-condicionamento de 375,7 + 23,3 e 428,0 + 585 s,
respectivamente. Para os animais do grupo CION, os tempos foram de 387,1 + 23,3 e
398,9 + 24,4 s, respectivamente. Estes dados mostram que os tempos de pré e pos-
condicionamento na camara pareada com lidocaina foram equivalentes para ambos 0s
grupos, indicando auséncia de CPP (FIGURA 8A).

A comparacdo entre os grupos usando a diferenca de escores indica que 0s
grupos Sham e CION apresentaram tempos de permanéncia na camara pareada com
lidocaina equivalentes no dia teste, com valores de 52,3 + 64,4 s e 11,8 + 34,0 s,
respectivamente (FIGURA 8B).

A diferenca de escores para animais off sets, nos quais as canulas foram
implantadas fora da regido do RVM, indicou que ndo houve diferenca entre os tempos
de permanéncia na camara pareada com lidocaina entre os grupos, com valores de 76,5
+51,5se53,5%56,3s, para os grupos Sham e CION respectivamente (FIGURA 8C).
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FIGURA 8 — EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA NO RVM NO TESTE DE CPP 5 DIAS POS-
CION

Nos dias 4, 5 e 6 pés-CION, os animais foram submetidos ao teste de CPP, sendo que receberam intra-
RVM lidocaina (4%, 0,5 pL) e veiculo (salina, 0,5 pL) no condicionamento (dia 5). O painel A indica os
tempos de permanéncia nas cAmaras pareadas com lidocaina no pré e pés-condicionamento. O painel B
representa a diferenca de escores (pré e pds-condicionamento). O painel C representa a diferenca de
escores para os animais off sets. As barras indicam o Erro Padrdo da Média. D5 — dia 5 p6s-CION. CION
— Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada de Lugar. RVM — Bulbo Rostral
Ventromedial. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post hoc de Bonferroni (painel
A); Teste t de Student (painéis B e C).
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5.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA SISTEMICA NA HIPERALGESIA
MECANICA OROFACIAL E NO TESTE DE CPP 15 DIAS POS-CION

Nos experimentos que avaliaram a hiperalgesia mecanica orofacial, o limiar de
resposta a estimulacdo mecanica basal para os animais de todos os grupos foi de 8 g.
Quinze dias apos a cirurgia de constricao, 48,1 % (63/131) dos animais do grupo CION
desenvolveram hiperalgesia mecanica, com uma reducdo de 86,2 % no limiar de
resposta ao estimulo (FIGURA 9A).

Animais constritos hiperalgésicos que receberam tratamento sistémico via
subcutanea com lidocaina na dose de 10 mg/Kg no décimo quinto dia p6s-CION exibiram
um aumento do limiar para a resposta a aplicacdo dos filamentos na face. O efeito anti-
hiperalgésico da lidocaina foi detectado 30 min apds sua administracao e persistiu até o
tempo de 90 min. Este tratamento ndo alterou a laténcia basal para a resposta dos
animais dos grupos Sham e CION né&o- hiperalgésicos (FIGURA 9B).

Com o intuito de avaliar a atividade locomotora dos animais apds o tratamento
com lidocaina sistémica, um grupo de animais naive foi tratado com lidocaina (10 mg/Kg,
s.c.) ou veiculo (salina 1mL/Kg, s.c.), e submetido ao teste do Campo Aberto. Este
tratamento ndo modificou o0 nimero de cruzamentos no teste em relagdo aos animais
tratados com veiculo (FIGURA 9C).
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FIGURA 9 — EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM LIDOCAINA NA HIPERALGESIA MECANICA
OROFACIAL POS-CION

No dia 15 p6s-CION o limiar mecénico na face dos animais foi avaliado (painel A). Na sequéncia, 0s
animais receberam lidocaina (10 mg/Kg, s.c.) ou veiculo (salina 1 mL/Kg, s.c.) e a hiperalgesia mecénica
foi avaliada em intervalos de 30 min até 120 min apés os tratamentos (painel B). O painel C apresenta o
namero de cruzamentos no teste do Campo Aberto em animais naive tratados com salina ou lidocaina
pela via sistémica. * indicam P<0,05 em relagéo ao grupo Sham Veiculo. # indicam P<0,05 em relacao ao
grupo CION Veiculo. As barras indicam o Erro Padréo da Média. B indica responsividade basal, antes da
cirurgia; D15 — responsividade no dia 15 p6s-CION. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguida de teste post hoc de Bonferroni (painel A). ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Newman-Keuls (painel B). Teste t de Student (painel C).
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No teste de CPP nao houve diferenca entre os tempos de pré e pos-
condicionamento nas camaras pareadas lidocaina, independente do grupo. Os animais
do grupo Sham apresentaram tempos de permanéncia na camara pareada com lidocaina
nos dias de pré e pds-condicionamento de 382,3 + 23,7 e 306,0 + 29,0 s,
respectivamente. Para os animais do grupo CION hiperalgésico, os tempos foram de
4045 + 32,3 e 329,2 + 40,7 s, respectivamente. Para os animais do grupo CION néo
hiperalgésico, os tempos foram de 373,4 + 25,2 e 326,4 + 30,2 s, respectivamente. Estes
dados mostram que os tempos de pré e pés-condicionamento na camara pareada com
lidocaina foram equivalentes para os 3 grupos avaliados, indicando auséncia de CPP
(FIGURA 10A).

A diferenca de escore permite uma comparagcdo entre 0S grupos e, neste
experimento, foi de -76,3 £ 34,7 s, -75,1 £ 49,8 e -47,0 £ 46,1 s para 0s grupos Sham,
CION hiperalgésico e CION nao-hiperalgésico, respectivamente, indicando auséncia de
CPP nestes grupos (FIGURA 10B).
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FIGURA 10 — EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM LIDOCAINA NO TESTE DE CPP 15 DIAS
POS-CION

Nos dias 14, 15 e 16 p6s-CION, os animais foram submetidos ao teste de CPP, sendo que receberam pela
via sistémica lidocaina (10 mg/Kg) e veiculo (salina, 1 mL/Kg) no condicionamento (dia 15). O painel A
indica os tempos de permanéncia nas camaras pareadas com lidocaina no pré e pds-condicionamento. O
painel B representa a diferenca de escores (pré e pos-condicionamento). As barras indicam o Erro Padrédo
da Média. D15 — dia 15 pés-CION. CION — Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia
Condicionada de Lugar. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post hoc de
Bonferroni.
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5.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA NO RVM NA HIPERALGESIA
MECANICA OROFACIAL E NO TESTE DE CPP 15 DIAS POS-CION

As inje¢cdes no RVM foram realizadas como descrito anteriormente. Para os
experimentos envolvendo a avaliagdo da hiperalgesia mecanica, de um total de 128
animais submetidos a cirurgia de canulacdo, 84 estavam com as canulas bem
posicionadas, representando 65,6%. A figura 11A apresenta o mapa de canulagéo do
RVM representativo para estes experimentos, sendo que os circulos fechados
representam o correto posicionamento das canulas, enquanto os circulos abertos
indicam uma canulacéo incorreta (FIGURA 11A).

O limiar mecéanico basal dos animais foi avaliado antes da cirurgia para canulagéo
do RVM e antes da cirurgia de constricdo. O limiar de resposta verificado no primeiro
momento dos grupos controle e CION foi de 8 g. Sete dias apoés a cirurgia de canulacao,
o limiar para resposta dos animais para ambos 0s grupos se manteve em 8 g, indicando
gue a cirurgia para canulacdo do RVM nao alterou o limiar basal de resposta para o
estimulo mecéanico. Quinze dias ap0s a cirurgia de constricdo, o limiar mecénico de
resposta dos animais hiperalgésicos reduziu 85,2 % em relacdo ao grupo controle,
caracterizando o desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica neste grupo. Animais
constritos ndo hiperalgésicos ndo apresentaram diferenca no limiar de resposta (FIGURA
11B).

Animais hiperalgésicos que receberam tratamento com lidocaina no RVM no
décimo quinto dia pés-CION exibiram um aumento do limiar para a resposta a aplicacéo
dos filamentos na face. O efeito anti-hiperalgésico da lidocaina foi detectado nos tempos
de 30 e 60 min apds sua administracdo. Este tratamento ndo alterou a laténcia basal

para a resposta dos animais do grupo Sham (FIGURA 11B).
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FIGURA 11 — EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA NO RVM NA HIPERALGESIA MECANICA
OROFACIAL

O painel A representa o mapa de canulacdo do RVM para os experimentos que avaliaram hiperalgesia
mecanica, sendo que os circulos fechados representam o correto posicionamento das canulas e os
circulos abertos indicam os off sets. No painel B, no dia 15 pés-CION os animais receberam lidocaina (4%,
0,5 pL) ou veiculo (salina, 0,5 pL) intra-RVM e a hiperalgesia mecénica foi avaliada antes e em intervalos
de 30 min até 120 min apds os tratamentos. * indicam P<0,05 em rela¢éo ao grupo Sham Veiculo. #
indicam P<0,05 em relagdo ao grupo CION hiperalgésico Veiculo. As barras indicam o Erro Padrdo da
Média. B indica responsividade basal, antes da cirurgia para canulacéo; B-CION indica responsividade
antes da cirurgia de constricdo; D15 — responsividade no dia 15 p6és-CION. CION — Constricdo do Nervo
Infraorbital. RVM — Bulbo Rostral Ventromedial. ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Newman-
Keuls.
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No teste de CPP ndo houve diferenca entre os tempos de pré e pos-
condicionamento nas camaras pareadas lidocaina, independente do grupo. Os animais
do grupo Sham apresentaram tempos de permanéncia na camara pareada com lidocaina
nos dias de pré e poés-condicionamento de 389,8 + 30,7 s e 3945 + 32,1 s,
respectivamente. Para os animais do grupo CION nao hiperalgésico, os tempos foram
de 431,6 £ 28,1 e 435,6 + 34,0 s, respectivamente. Estes dados mostram que os tempos
de pré e pos-condicionamento na camara pareada com lidocaina foram equivalentes
para os grupos Sham e CION néo hiperalgésicos, indicando auséncia de CPP nestes 2
grupos. Os animais CION hiperalgésicos demonstraram um aumento no tempo de
permanéncia na camara pareada com lidocaina no dia teste em comparacdo com o
tempo de pré-condicionamento, com tempos de 529,1 + 34,7 s e 350,4 + 33,8 s,
respectivamente, indicando CPP (FIGURA 12A).

A comparacédo entre os grupos utilizando a diferenca de escore mostrou tempos
de 48 + 27,6 s, 99 + 31,5 s para os grupos Sham e CION néo-hiperalgésicos,
respectivamente. Para os animais do grupo CION hiperalgésicos a diferenca de escore
foi de 178,7 £ 53,5 s, indicando a presenca de CPP neste grupo (FIGURA 12B).

A diferenca de escores para animais off sets indicou que ndo houve diferenca
entre os tempos de permanéncia na camara pareada com lidocaina entre os grupos, com
valores de 1,0 + 66,5 s, 22,5 + 53,9 s e -22,0 + 41,6 s, para os grupos Sham, CION
hiperalgésicos e CION nao-hiperalgésicos, respectivamente, indicando auséncia de CPP
(FIGURA 120C).
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FIGURA 12 — EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA NO RVM NO TESTE DE CPP 15 DIAS POS-
CION

Nos dias 14, 15 e 16 p6s-CION, os animais foram submetidos ao teste de CPP, sendo que receberam
intra-RVM lidocaina (4%, 0,5 pL) e veiculo (salina, 0,5 yL) no condicionamento (dia 15). O painel A indica
os tempos de permanéncia nas camaras pareadas com lidocaina no pré e pds-condicionamento. O painel
B representa a diferenca de escores (pré e pds-condicionamento). O painel C representa a diferenca de
escores para os animais off sets. * indicam P<0,05 em relagédo ao tempo de pré-condicionamento (painel
A) e em relagdo ao grupo Sham (painel B). As barras indicam o Erro Padrdo da Média. D15 — dia 15 p6s-
CION. CION - Constricdo do Nervo Infraorbital. CPP — Preferéncia Condicionada de Lugar. RVM — Bulbo
Rostral Ventromedial. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post hoc de
Bonferroni.



5.5 RESUMO DOS RESULTADOS

O tratamento sistémico com lidocaina resultou na redu¢éo da hiperalgesia térmica
e mecéanica, porém ndo induziu CPP em ambos os intervalos avaliados. A administragédo
intra-RVM de lidocaina néo teve efeito na hiperalgesia ao calor e no teste de CPP no dia

5. No entanto, foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecanica e induzir CPP no dia 15 pos-

CION (ESQUEMA 5).

PARAMETROS AVALIADOS

Dia 5 p6s-CION

Dia 15 p6s-CION

(4%, 0,5 pL)

TRATAMENTOS Hiperalgesia | Preferénciano | Hiperalgesia | Preferéncia no
ao calor Teste de CPP mecanica Teste de CPP
Lidocaina s.c. \L \L
(20 mg/Kg) - -
Lidocaina intra-RVM NA \L +

ESQUEMA5 — INFLUENCIA DOS TRATAMENTOS COM L~IDOCAiNA NA HIPERALGESIA AO CALOR E
MECANICA INDUZIDA PELA CIRURGIA DE CONSTRICAO E NO TESTE DE CPP EM DIFERENTES

TIME-POINTS

Os simbolos ¥, NA, — e + indicam reduziu, ndo alterou, auséncia e presenca, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o tratamento sistémico com lidocaina foi capaz
de reduzir a hiperalgesia térmica e mecanica induzida pela cirurgia de constricdo do
nervo infraorbital em ratos, sem inducao de CPP nos diferentes intervalos avaliados. Por
outro lado, o tratamento intra-RVM com lidocaina foi capaz de reduzir somente a
hiperalgesia mecéanica e induzir CPP 15 dias pos-CION. Estes achados mostram a
participacdo de vias descendentes facilitatorias do RVM na hiperalgesia mecénica e na
dor tbnica observadas no modelo. Isto esta de acordo com estudos da literatura que
sugerem um aumento na facilitacdo descendente em pacientes com diferentes tipos de
dor cronica orofacial (Pielsticker et al., 2005; Sandrini et al., 2006; Moulton et al., 2008;
Mainero et al., 2011; Monaco et al., 2015), o que permite sugerir que o RVM perde o seu
papel de controle bidirecional em um estado de dor cronica e passa a ter uma influéncia
mais facilitatoria da dor quando comparada a uma condi¢ao de dor aguda.

Pacientes com dor neuropatica trigeminal, incluindo a TN, reportam hiperalgesia
ao calor (Eide e Rabben, 1998; Younis et al., 2016). De forma interessante, a cirurgia de
constricao do nervo infraorbital induz o desenvolvimento de hiperalgesia térmica de curta
duracdo. Imamura e colaboradores, utilizando o modelo de CION em ratos, reportaram
o desenvolvimento de hiperalgesia ao calor entre os dias 4 e 12 pds-constricdo no lado
ipsilateral a cirurgia (Imamura et al., 1997). Outro estudo avaliou as respostas ao calor
de ratos submetidos a cirurgia de constricdo e observou que ap0s a cirurgia 0s animais
constritos apresentaram uma laténcia para a resposta reduzida quando comparados aos
grupos Sham e naive, sendo a hiperalgesia ao calor observada entre os dias 2 e 10 p0s-
constricdo (Chichorro et al., 2009) e este achado também foi reportado por outro estudo
gue utilizou 0 mesmo modelo animal (Luiz et al., 2010).

Poucos estudos avaliaram os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
hiperalgesia ao calor neste processo. Urano e colaboradores, utilizando o modelo de
ligadura parcial do ramo infraorbital, reportaram o desenvolvimento de hiperalgesia ao
calor e mecéanica na regido de insercdo das vibrissas de animais constritos. Neste
estudo, o tratamento local com um antagonista de receptor de potencial transitério

vanildide tipo 1 (TRPV1, do inglés Transient Receptor Potential Vanilloid 1), a
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capsazepina, foi capaz de reverter a hiperalgesia térmica de forma dose dependente,
sem alterar o limiar mecéanico. Além disso, o numero de células positivas para TRPV1 no
ganglio trigeminal estava aumentado para o grupo constrito, 0 que sugere a participacao
destes receptores no desenvolvimento de hiperalgesia térmica neste modelo (Urano et
al., 2012). Considerando que as fibras C séo seletivamente destruidas pelo tratamento
com resiniferotoxina (RTX), um analogo a capsaicina, o estudo de Cruz e colaboradores
avaliou o efeito da administragcao intraganglionar de RTX na hiperalgesia induzida pela
cirurgia de constricdo do nervo infraorbital em ratos. Este tratamento foi capaz de
prevenir o desenvolvimento de hiperalgesia ao calor no grupo constrito, sem alterar o
limiar de resposta do grupo controle, demonstrando que neurdnios do ganglio trigeminal
gue expressam TRPV1 sao importantes para o desenvolvimento de hiperalgesia ao calor
neste modelo (Cruz et al., 2014). Estes dados indicam que o quadro de hiperalgesia
térmica orofacial é resultado de uma sensibilizacdo periférica de fibras C. O presente
estudo demonstrou que a hiperalgesia ao calor induzida pelo CION é reduzida pelo
tratamento por via sistémica com lidocaina, mas nédo é afetada pela administracao de
lidocaina no RVM, o que corrobora estes estudos anteriores.

Achados clinicos indicam que anormalidades sensoriais sdo mais frequentes no
lado sintomatico em pacientes com TN (Maier et al., 2010; Maarbjerg et al., 2014; Younis
et al., 2016). De forma semelhante, a hiperalgesia ao calor p6s-CION é restrita ao lado
ipsilateral & cirurgia (Chichorro et al., 2009; Luiz et al., 2010), o que suporta a ideia de
gue ha sensibilizacdo neuronal periférica, mas ndo central. Ndo se pode descartar a
hipotese de que a lidocaina possa atuar também centralmente. O estudo de Mao & Chen
abordou diferentes aspectos do uso de lidocaina sistémica para tratamento de dores de
origem neuropatica e indicou que a lidocaina pode atuar em alvos periféricos e centrais
(Mao e Chen, 2000). Porém, mais estudos sao necessarios para elucidar esta questao.
Apesar disso, pode-se especular que a hiperalgesia ao calor reflete uma sensibilizagao
periférica inicial, que possivelmente contribui para a sensibilizagdo central e
subsequentes alteracdes sensoriais.

Além dos ataques de dor e alteragbes sensoriais, a dor persistente também tem

sido reportada por uma proporc¢éo importante de pacientes com TN (Ichida et al., 2015;
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Younis et al., 2016). Poucos estudos tém avaliado dor tdnica em modelos de dor cronica.
Isto parece n&o considerar o fato de que muitas vezes a primeira queixa de dor dos
pacientes é a dor espontanea, e ndo hiperalgesia ou alodinia (Backonja e Stacey, 2004).
No presente estudo, para avaliar a dor tonica no modelo de CION foi utilizado o teste de
CPP, baseado em demonstracfes anteriores de que o alivio da dor produz CPP para um
contexto distinto (King et al., 2009; King et al., 2011; Okun et al., 2011; Qu et al., 2011;
Okun et al., 2012). Os tratamentos com lidocaina sistémica ou no RVM néo produziram
CPP durante a fase inicial (5 dias) p6s-CION, onde ha hiperalgesia térmica. Isto indica
gue a cirurgia de constricdo ndo induz dor tbnica neste time-point.

Pode-se especular que o tratamento sistémico ndo induziu CPP em funcéo das
propriedades farmacocinéticas da lidocaina, o que poderia dificultar a associa¢do entre
o alivio da dor e o contexto. A dose utilizada também poderia ndo ter sido suficiente para
observar um efeito. No entanto, a mesma dose foi capaz de reverter a hiperalgesia
térmica pos-CION, indicando que esta dose foi suficiente para bloquear a dor evocada
nesta fase. Outro aspecto é que o alivio da dor ténica pode ter ocorrido em um momento
distinto do tempo de condicionamento com a droga. O decurso temporal do efeito do
tratamento sistémico com lidocaina na hiperalgesia ao calor indica auséncia de efeito
nos primeiros 30 min apoés a injecao e, em funcao disso, é possivel que o pareamento
com lidocaina ndo tenha sido realizado no tempo ideal para o pareamento do contexto
com alivio da dor.

Além da hiperalgesia térmica, pacientes com TN também reportam hiperalgesia
mecanica (Maier et al., 2010). A hiperalgesia a estimulos mecéanicos é reportada por
diferentes estudos que demonstram que a cirurgia de constricdo induz este quadro
aproximadamente entre 10 e 15 dias apés a lesdo (Vos et al., 1994; Chichorro et al.,
2006 [a]; Coelho et al., 2014; Michot et al., 2015).

O presente estudo demonstra pela primeira vez um aspecto importante com
relacdo a hiperalgesia mecéanica orofacial. Somente uma parte dos animais (48%)
submetidos a cirurgia de CION desenvolveram esta alteracéo sensorial. Isto representa
uma diferenca adicional em relagédo a hiperalgesia ao calor, a qual foi detectada em

praticamente todos os animais avaliados. Nesse sentido, De Felice e colaboradores
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demonstraram que, apds a cirurgia de ligadura de nervo espinhal, 85% dos ratos
Sprague-Dawley e 51% dos ratos Holtzman desenvolveram alodinia mecéanica (De Felice
et al., 2011). A maioria dos modelos animais utilizados para o estudo da dor neuropatica
avalia os animais com lesdo consistente, ou seja, que representam um estado “doloroso”.
Entretanto, algumas linhagens animais sdo resistentes ao desenvolvimento de dor
neuropatica experimental. Da mesma forma como em humanos, as razdes para a
suceptibilidade e/ou resisténcia a dor neuropética experimental ainda ndo sdo bem
entendidas (De Felice et al., 2011).

Estes dados estdo de acordo com evidéncias clinicas que mostram que a dor
neuropatica ndo se desenvolve em todos os pacientes com lesdo de nervo ou outro
potencial fator iniciante. Existem diversas condi¢cdes que podem predispor um individuo
a dor neuropatica. No entanto, as disfun¢des sensoriais mais comuns sao hipoestesias,
parestesias e disestesias, que sao consideradas desagradaveis, mas nao dolorosas. De
fato, sabe-se que a dor neuropatica afeta cerca de 10% dos individuos com
predisposicdo (Ossipov e Porreca, 2005). E possivel que um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da dor neuropatica seja justamente a incapacidade do individuo de
restabelecer o equilibrio do sistema bidirecional de controle descendente da dor, apds a
sua mudanca para um status facilitatorio.

O presente estudo demonstrou que o tratamento com lidocaina por via sistémica
ou no RVM 15 dias apés a cirurgia de contricdo foi capaz de reduzir a hiperalgesia
mecanica, indicando que esta alteracdo sensorial envolve mecanismos periféricos e
centrais (Ziegler et al., 1999). Este achado corrobora outros estudos que mostram o
desenvolvimento de hiperalgesia mecanica contralateral ap6s cirurgia de constricao, o
gue indica o envolvimento de estruturas centrais. Nesse sentido, o estudo de Vos e
colaboradores demonstrou um aumento na responsividade ao estimulo mecanico no
territério facial contralateral a cirurgia e, aproximadamente 30 dias apds a constri¢éo,
outras regides faciais também apresentavam um limiar alterado ao estimulo (Vos et al.,
1994). O estudo de Chichorro e colaboradores também demonstrou o desenvolvimento
de hiperalgesia mecéanica orofacial bilateral na face de ratos submetidos a constricdo do

nervo infraorbital (Chichorro et al., 2006 [a]).
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Clinicamente, a hiperalgesia mecéanica representa uma das alteracdes sensoriais
mais frequentes em pacientes com TN e é observada de forma bilateral, apesar dos
pacientes reportarem quase exclusivamente dor unilateral (Maier et al., 2010; Ichida et
al., 2015; Younis et al., 2016). Os dados do presente estudo sugerem gue este aspecto
da TN pode ser resultado de sensibilizacdo central e mediado por vias facilitatérias
descendentes a partir do RVM, uma vez que a administracao intra-RVM de lidocaina 15
dias p6s-CION reduziu a hiperalgesia mecéanica nos animais constritos.

O papel do RVM na dor neuropatica tem sido investigado em modelos pré-clinicos
gue envolvem lesdo de nervos espinhais. Utilizando o modelo de ligadura de nervo
espinhal, o estudo de Burgess e colaboradores demonstrou que a microinjecao bilateral
de lidocaina no RVM 3 dias apoés a cirurgia ndo alterou o limiar mecéanico de retirada da
pata no teste do von Frey, bem como ndo modificou a laténcia para resposta ao calor
radiante aplicado na superficie plantar da pata traseira de ratos. No entanto, a
administracao intra-RVM da mesma dose de lidocaina nos dias 6, 9 ou 12 ap0s a cirurgia
foi capaz de reverter a hiperalgesia induzida pela ligadura. Isto demonstra que, em um
estagio inicial, a hiperalgesia térmica e mecanica sao independentes da modulacao
descendente a partir do RVM. Ambas passam a ser dependentes da facilitacdo
descendente a partir da segunda semana apos a leséo, o que indica um importante papel
da facilitagdo descendente na manutencdo do estado de dor neuropatica experimental
(Burgess et al., 2002). Utilizando o mesmo modelo animal e medidas de hiperalgesia
mecanica e térmica, o estudo de Wang e colaboradores demonstrou que a hiperalgesia
induzida pela lesdo de nervo muda ao longo do tempo. Além disso, o estudo mostrou
que a microinjecdo de lidocaina no RVM 14 ou 60 dias apos a cirurgia foi capaz de
reverter a hiperalgesia mecanica induzida pela ligadura, demonstrando que vias
modulatérias descendentes de dor a partir do RVM mantém a dor induzida pela leséo de
nervo por 60 dias apOs a lesdo, um time-point em que a hiperalgesia térmica esta
resolvida, mas a hiperalgesia mecéanica persiste (Wang et al., 2013).

Outros estudos tém demonstrado o envolvimento de vias descendentes
modulatorias da dor na sensibilizagéo central em diferentes modelos (Bee e Dickenson,
2008; King et al., 2009; Latremoliere e Woolf, 2009; Havelin et al., 2016). O estudo de
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Bee & Dickenson mostrou que a facilitacdo supraespinhal desempenha um papel
importante no processamento neuronal frente a estimulos nocivos e que neurdnios
envolvidos na facilitacdo descendente sdo responsaveis pela manutencdo da
hiperalgesia a estimulos mecanicos durante estagios mais tardios apos lesdo de nervo
(Bee e Dickenson, 2008). A participacédo de vias descendentes facilitatorias a partir do
RVM e a expressdo de Fos no corno dorsal da medula espinhal em resposta a
estimulagdo ndo-nociva tém sido utilizados como indicativos do desenvolvimento de
sensibilizacdo central (Ossipov et al., 2000; Zhang et al., 2007). Considerando isto, 0
estudo de Havelin e colaboradores, utilizando um modelo de osteoartrite, mostrou que a
manipulacdo da articulacdo afetada induziu a expressdo de Fos no corno dorsal da
medula espinhal de animais tratados com injecdo intra-articular de altas doses de
monoiodo acetato de sédio e ndo no grupo tratado com salina, indicando que esta
manipulacédo é indcua e que a sensibilizacdo central ocorre seletivamente em animais
com dor tdnica. Além disso, Havelin e colaboradores demonstraram que o bloqueio do
RVM com lidocaina induziu CPP nos animais com osteoartrite, indicando o
desenvolvimento de dor tdnica e a participacdo das vias descendentes facilitatorias neste
modelo (Havelin et al., 2016).

Pode-se especular que algumas vias especificas estejam envolvidas na facilitacdo
descendente a partir do RVM. O estudo de Porreca e colaboradores demonstrou que
apo6s uma microinjecdo intra-RVM do conjugado dermorfina-saporina, que reduz o
numero de células que expressam receptores p opioides, animais submetidos a lesédo de
nervo ndo apresentaram um aumento da sensibilidade a estimulos inGcuos térmicos ou
mecanicos aplicados na pata. Este efeito foi blogueado com um antagonista y opioide,
indicando uma interagcado especifica do conjugado com os receptores J. Este estudo
ainda demonstrou que o tratamento com o conjugado foi capaz de reverter a hiperalgesia
térmica e mecanica induzida pela leséo, o que confirma a hipétese de que uma atividade
anormal do processo descendente facilitatério pode representar um mecanismo para a
dor cronica (Porreca et al., 2001).

Outro estudo, de Kovelowski e colaboradores, mostrou que o tratamento intra-

RVM com um antagonista seletivo de CCK2, um peptideo pronociceptivo, em animais



77

submetidos a lesdo de nervo foi capaz de reverter a hiperalgesia térmica e mecanica,
sugerindo que a CCK enddgena pode atuar como um importante input excitatorio no
RVM (Kovelowski et al.,, 2000). Em adicdo, o estudo de Zhang e colaboradores
demonstrou que o tratamento intra-RVM com CCK-saporina ou dermorfina-saporina
resultou em concomitante perda de células que expressam receptores para CCK2 e p
opioides e reducdo da hiperalgesia induzida pela microinjecéo intra-RVM de CCK. Isto
demonstra que as células do RVM que coexpressam estes receptores atuam na
facilitacdo da dor e podem ser diretamente ativadas pela CCK (Zhang et al., 2009).
Considerando isto, uma avaliacdo de diferentes vias a partir do RVM que possam estar
envolvidas no desenvolvimento de hiperalgesia orofacial no modelo de constricdo do
nervo infraorbital ainda se faz necessaria.

O tratamento com lidocaina sistémica ndo induziu CPP na dose que reverteu a
hiperalgesia mecanica no dia 15 pés-CION. Em contraste, quando administrada no RVM
induziu CPP no mesmo time-point. Estes dados sugerem que a dor tbnica associada a
CION se desenvolve em periodos mais tardios apés a lesdo do nervo e parece estar
relacionada a ativagao de vias descendentes facilitatorias de dor a partir do RVM. Alguns
estudos ja demonstraram o papel de vias descendentes a partir do RVM na manutencao
de dores cronicas (Burgess et al., 2002; Wang et al.,, 2013). O estudo de King e
colaboradores observou que a administracao intratecal de clonidina ou w-conotoxina
MVIIA, utilizadas clinicamente para o alivio da dor neuropética, é capaz de reverter a
alodinia mecanica e concomitantemente produzir CPP em animais submetidos a cirurgia
de ligadura dos ramos L5 e L6 espinhais. Além disso, o tratamento intra-RVM com
lidocaina induziu CPP em ratos submetidos a cirurgia, independente do protocolo de
pareamento utilizado, sendo esta uma evidéncia direta de que a facilitacdo descendente
a partir do RVM pode amplificar a dor neuropatica tonica. A presenca de CPP foi
observada seletivamente pelo bloqueio dos circuitos modulatérios descendentes de dor
ou pela modulacéo direta de neurdnios espinhais. Isto demonstra que modelos animais
de dor neuropatica apresentam um importante componente tonico. Dando suporte a
estes dados, o tratamento intratecal com adenosina reverteu a alodinia mecéanica, mas

nao foi capaz de induzir CPP nos animais submetidos a cirurgia, mostrando que a
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hiperalgesia evocada pode ser bloqgueada com tratamentos que néo sao efetivos para a
dor tonica (King et al., 2009).

Importante considerar que existem diferengcas morfoldégicas e neuroquimicas nas
projecdes descendentes a partir do RVM para o nucleo trigeminal e corno dorsal da
medula. Enquanto neurdnios do RVM enviam predominantemente projecdes
GABAérgicas para o corno dorsal da medula e fornecem entrada direta de neurdnios pos-
singpticos (como interneurénios ou neurbnios de projecdo ascendente), a projecao do
RVM para o nudcleo trigeminal € mais orientada para os dendritos e é apenas
modestamente GABAérgica (Aicher et al., 2012). A inativagdo do RVM pode interferir de
forma diferente na modulacdo da dor a partir desta estrutura para niveis trigeminal e
espinhal. No estudo de Edelmayer e colaboradores, a inativacdo do RVM pela injecéo
local de bupivacaina 30 min apds a administracdo de mediadores inflamatérios na dura-
mater bloqueou completamente a alodinia mecanica induzida por inflamacao na testa,
enguanto que a alodinia mecéanica foi parcialmente atenuada na superficie plantar da pata
traseira (Edelmayer et al., 2009). Estes resultados indicam que a modulacéo descendente
a partir do RVM para o nucleo trigeminal e corno dorsal da medula n&do é uniforme e pode
ocorrer de forma diferente. Este estudo ainda reportou que a alodinia facial induzida pela
administracdo de mediadores inflamatdrios na dura-méater, com pico em 3 h apés o
tratamento, pode ser revertida por agentes utilizados clinicamente, como sumatriptan e
naproxeno via sistémica. Outro aspecto importante € que técnicas de eletrofisiologia
confirmaram a ativacao de células on e supressédo da atividade de células off do RVM
apos o tratamento com mediadores inflamatérios. Estes achados mostram a influéncia
da facilitagdo descendente a partir do RVM no desenvolvimento da alodinia facial
(Edelmayer et al., 2009).

O estudo de Sugiyo e colaboradores utilizou técnicas de marcacédo neuronal e
imunocitoquimica para demonstrar a presenca de conexdes funcionais entre a zona de
transi¢cao ventral entre os subnucleos trigeminais interpolaris e caudalis (Vi/Vc) e o RVM.
Esta via Vi/Vc-RVM é ativada apos lesao profunda induzida no masseter por CFA e tem
importante contribuicdo na facilitacdo da hiperalgesia orofacial. Este estudo ainda

demonstrou que a inativacdo do RVM com &cido iboténico foi capaz de atenuar a
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hiperalgesia mecanica no masseter induzida por CFA no lado ipsilateral a injecéo (Sugiyo
et al., 2005).

Os achados do presente estudo também corroboram alguns estudos clinicos.
Estudos em pacientes com migranea e TN mostraram anormalidades na substancia
cinzenta desta populacao, indicando um sistema modulatorio descendente prejudicado
(Rocca et al.,, 2006; Desouza et al., 2013). Além disso, tem sido reportado que a
facilitacdo central do processamento nociceptivo trigeminal somente é detectada em

pacientes com TN e concomitante dor crénica orofacial (Obermann et al., 2007).
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7 CONCLUSAO

Apés a cirurgia de constricdo do nervo infraorbital os animais desenvolveram
hiperalgesia orofacial térmica ao calor e mecéanica, observada com pico nos dias 5 e 15,
respectivamente. Na fase inicial po6s-CION, o tratamento sistémico com lidocaina
resultou na reducéo da hiperalgesia térmica, enquanto que o tratamento intra-RVM néo
foi capaz de alterar a laténcia para a resposta ao estimulo. Além disso, ndo houve
inducdo de CPP com ambos os tratamentos. Quinze dias pdés-CION, os tratamentos
sistémico e intra-RVM com lidocaina foram capazes de reduzir a hiperalgesia mecanica.
No entanto, somente o tratamento intra-RVM foi capaz de induzir CPP neste time point.

Estes achados confirmam a hipdtese inicial de que as vias descendentes
facilitatérias do RVM contribuem para a hiperalgesia mecéanica e a dor ténica 15 dias
p6s-CION, mas ndo participam da hiperalgesia ao calor 5 dias ap0s a cirurgia.

Tendo em vista as diferencas observadas na acdo da lidocaina sistémica e intra-
RVM na hiperalgesia térmica e mecanica induzida por constricdo do nervo infraorbital,
bem como no teste de CPP em diferentes time-points, pode-se sugerir que as alteracdes
sensoriais iniciais ap0s a constricdo dependem de mecanismos periféricos, enquanto
gue as alteracBes mais tardias possivelmente refletem a presenca de sensibilizacao
central e sdo mantidas por projecdes facilitatorias descendentes a partir do RVM. Estes
dados sugerem que a investigacao destas vias facilitatorias da dor a partir do RVM pode
fornecer um novo alvo molecular para melhorar o tratamento da dor persistente

associada a TN.
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HIGHLIGHTS

* Constriction of the trigeminal nerve induces early heat and late tactile facial hypersensitivity.
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® Targeting RVM facilitatory pathways may improve treatment of chronic trigeminal neuropathic pain.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 19 December 2016

Received in revised form 1 February 2017
Accepted 18 February 2017

The Chronic Constriction Injury of the Infraorbital Nerve (CCI-ION) is a well-established model to study
facial sensory changes related to trigeminal neuropathic pain. CCI-ION induces heat hypersensitivity
that resolves within 2-3 weeks and a delayed mechanical hypersensitivity that emerges during the sec-
ond week post-injury. The role of descending facilitatory pain pathways from the rostro ventromedial
medulla (RVM) in mediating the heat and tactile hypersensitivity was examined. CCI-ION induced heat

¥6¥W°ﬁ'~"5-’l thic pai hypersensitivity observed 5days post-surgery was reversed by systemic, but not RVM lidocaine. CCI-
RER;"“”“ heuropathic pain I0N-induced tactile hypersensitivity observed 15 days post-surgery was reversed by systemic lidocaine
Spontaneous pain and attenuated by RVM lidocaine. CCI-ION-induced spontaneous pain was determined using conditioned
Hypersensitivity place preference (CPP) to pain relief at each time-point. At day 5 post-CCI-ION, neither systemic nor RVM

lidocaine induced CPP. However, at 15 days post-CCI-ION, CPP was observed to the chamber paired with
RVM lidocaine, but not systemic lidocaine. These data indicate that CCI-ION induced heat hypersensitivity
is not dependent on descending facilitatory pain pathways 5-days post-injury whereas descending facili-
tatory pain pathways mediate tactile allodynia and spontaneous pain 15 days post-CCI-ION. This suggests
that CCI-ION induces early peripheral sensitization followed by development of central sensitization that
mediates spontaneous pain and contributes to mechanical hypersensitivity.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Trigeminal neuralgia (TN) is a form of neuropathic pain charac-
terized by severe lancinating painin orofacial regions innervated by
the trigeminal nerve. It is thought that most cases of TN result from
compression of a trigeminal nerve root by the superior cerebellar
artery in the posterior cranial fossa|1-3]. Asignificant proportion of
TN patients report spontaneous pain in addition to the pain attacks
[4,5]. Treatment options currently available for TN fail to provide
reliable and permanent pain relief in all patients. Studies that con-

* Corresponding author.
E-mail address: juliana.chichorro@ufpr.br (J.G. Chichorro).
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0304-3940/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

tribute to a better understanding of mechanisms underlying TN
pain are warranted to improve therapeutic strategies for treatment
of these patients with persistent facial pain.

CCI-ION has been developed and characterized as an experi-
mental model that reproduces important aspects of TN. CCI-ION
induces mechanical and thermal hypersensitivity that occur across
different time courses [6-8]. Heat hyperalgesia emerges within
2 days post-injury and dissipates between 2 and 3 weeks postinjury
[6,9]. In contrast, tactile hypersensitivity does not emerge until
approximately 12-15 days post-surgery [6,9]. The observation that
mechanical and thermal hypersensitivity emerge at different times
post-CCI-ION suggests that different mechanisms mediate the early
and late facial sensory changes after CCI-ION.
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Multiple laboratories have proposed an imbalance of inhibitory
and facilitatory input during chronic pain states with a net gain
in descending pain facilitation [10-13]. The rostral ventromedial
medulla (RVM) is a critical site for descending modulation of
nociceptive transmission [14] and has been implicated both in inhi-
bition and facilitation of pain [15]. Preclinical models using spinal
nerve injury indicate that the role of the RVM in pain modulation
seems to change following nerve injury [12]. Spinal nerve injury
induced evoked hypersensitivity has an initiation stage across
approximately the first week during which evoked hypersensitivity
is independent of descending facilitatory pathways from the RVM
[12]. This is followed by a maintenance stage emerging during the
second week during which evoked hypersensitivity is dependent
on descending facilitation [ 12]. Subsequent studies demonstrated
that descending facilitatory pain pathways from the RVM also
mediate nerve-injury induced spontaneous pain [ 16,17]. The role of
descending projections from the RVM to maintain different aspects
of trigeminal neuropathic pain has not been explored. The present
study examined the hypothesis that RVM neurons mediates tactile
hypersensitivity and spontaneous pain 15days post-CCI-ION, but
do not alter thermal hypersensitivity or spontaneous pain 5 days
post-CCI-10N,

2. Material and methods
2.1. Animals

Conventional heterogenic adult male Wistar rats, an outhred
rat strain, weighing 200-220 g were used. Animals were bred and
housed by the animal care facility of UFPR. Rats were housed 5 per
cage on wood shaver bedding, maintained in a climate-controlled
room at 22 +2°C on a 12-h light/dark cycle with laboratory chow
and tap water ad libitum. Studies were performed during the
light cycle between 7:00 a.m. and 7:00 p.m. All procedures were
approved by UFPRis institutional Committee on the Ethical Use of
Animals (authorization # 805) and performed in accordance with
the recommendations of the International Association for Study of
Pain [18] and Brazilian regulations on animal welfare. All efforts
were made to improve welfare and minimize the number of ani-
mals used.

2.2. RVM cannulation

Bilateral cannulation of the RVM was performed as previously
described [ 12]. Animals were anesthetized with ketamine/xylazine
(90/10 mg/kg, respectively) and placed in a stereotaxic apparatus.
The skull was exposed and two 26-gauge guide cannulas sepa-
rated by 1.2 mm (Plastics One Inc, Roanoke, VA) were directed
toward the lateral portions of the RVM (AP-11.0 mm from bregma,
L +0.6 mm, DV-8.5mm from the base of skull). The guide can-
nulas were cemented in place and fixed by small stainless steel
screws. Rats then received oxytetracyclin (480 mg/kg, i.m.) and
were allowed to recover 7 days before any behavioral testing or

surgery.

2.3. Chronic Constriction Injury of the Infraorbital Nerve —
CCI-ION

One week after RVM cannulation, animals were subjected to
CCI-ION or sham surgery with some modifications [19] of the
method proposed by Vos et al. [8]. Rats were anesthetized with
ketamine/xylazine (90/10mg/kg, respectively). An incision was
made in the skin of the snout, under the right eye, about 3 mm cau-
dal to the mystacial pads to expose the rostral end of the infraorbital
nerve as it emerged from the infraorbital fissure. Two silk 4-0 lig-
atures were tied loosely around the infraorbital nerve 2 mm apart.

The wound was closed with silk sutures. Sham operated rats were
treated identically, but no ligatures were applied to the infraorbital
nerve. After surgery, all rats were maintained in a warm room until
they recovered from anesthesia. Independent groups of CCI-ION or
sham rats were used for each behavioral test.

2.4. Evaluation of heat hypersensitivity

Heat sensory thresholds on the ipsilateral side of the face were
measured before and 5 days post-surgery as previously described
by Almeida et al. [20], with some modifications [21]. Each animal
was removed from its home cage and gently held by the experi-
menter. A radiant heat source maintained at 50°C was positioned
1 cm from the surface of the right vibrissal pad. The latency to dis-
play either head withdrawal or vigorous flicking of the snout was
recorded. A 20s cut-off time was used to prevent tissue damage.
To examine the effects of systemic administration of lidocaine, rats
received lidocaine (10 mg/kg,sc.) or equivolume saline by a sub-
cutaneous injection into the loose skin over the neck. Response
latencies were assessed 30, 60, 90, 120, 150 and 180 min post-
injection. To evaluate effects of RVM lidocaine injections, separate
groups of rats received lidocaine (4% w/v in 0.5 pl) or equivolume
saline injections across 1 min through a 33-gauge injection cannula
protruding an additional 1 mm into fresh brain tissue to prevent
backflow of drug. Response latencies were assessed 30, 60, 90 and
120min post-injection. Only the ipsilateral side of the face was
tested in to avoid overstimulation of the animal during testing of
the time-course of the lidocaine effects on heat hypersensitivity.

2.5. Evaluation of mechanical hypersensitivity

Facial mechanical hypersensitivity was assessed before and
15days post-surgery. During each testing session, animals were
habituated to individual cages (30 x 30 x 30 cm) for a minimum of
2 h as described [22]. Mechanical thresholds were measured using
calibrated von Frey filaments ranging from 0.04 to 8 g. Each stim-
ulation series began with the 0.4 g filament, applied 3 times near
the center of the right vibrissal pad, and proceeded up to the fila-
ment that evoked one of the following nociceptive behaviors twice:
brisk head withdrawal, escape or attack reactions or short-lasting
facial grooming. Only rats that did not react to application of the 8 g
filament at pre-surgery testing were used for subsequent testing.
Systemic or intra RVM injections of lidocaine were performed in
separate cohorts of rats as described above. Mechanical thresholds
were assessed 30, 60, 90 and 120 min post-injection. Only the ipsi-
lateral side of the face was tested in to avoid overstimulation of the
animal during testing of the time-course of the lidocaine effects on
mechanical hypersensitivity.

2.6. Conditioned place preference (CPP)

A single-trial conditioning procedure was performed as pre-
viously described [23]. CPP was performed either days 4-6
post-surgery or days 14-16 post-surgery. Separate groups of rats
were used at each time-point.

On the first day (i.e. preconditioning), rats were placed in the
neutral chamber with access to all chambers for 15 min. Time spent
in each chamber was analyzed to verify absence of precondition-
ing chamber preference. For all CPP groups, animals were removed
from the study if they spent more than 720s or less than 180s in
a single chamber (about 8% of rats tested) as previously reported
[23].

Single trial conditioning occurred the following day. To
determine if systemic lidocaine produced CPP, chamber pairing
occurring 30 min following saline or drug administration to coin-
cide with peak anti-hypersensitivity effects of systemic lidocaine.
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Rats first received systemic saline and were placed back into their
homecages for 30 min. The rats were then confined to the appro-
priate pairing chamber for 30 min followed by return to their home
cages for 4 h. Rats then received systemic lidocaine (10 mg/kg,sc.)
and were placed in their homecages for 30 min. They were then
confined to the opposite pairing chamber for 30 min and returned
to the housing facility overnight.

To determine if RVM lidocaine induced CPP, rats first received
RVM microinjection of saline (0.5 jul over 1 min) and were imme-
diately placed in the appropriate pairing chamber for 30 min. Four
hours later, rats received RVM microinjection of lidocaine (4%w/v
in 5l over 1 min) and were immediately placed in the opposite
pairing chamber for 30 min.

In both protocols, all drug pairings occurred in the afternoon to
prevent potential effects of drug administration during the morning
session from interfering with the afternoon pairing as previously
described [24,16,25].

On testday, 24 h later, rats were placed in the CPP box for 15 min
and time spent in each chamber was analyzed. Difference scores
were calculated by subtracting the post-conditioning time from the
pre-conditioning time spent in the drug paired chamber. A positive
score reflects increased post-conditioning time spent in the drug
pair chamber compared to preconditioning time indicating CPP.

2.7. RVM injection verification

To verify RVM injections, 0.5 ! toluidine blue ink was injected
bilaterally into the RVM across 1 min. The brains were removed and
post-fixed in a 10% formaldehyde solution followed by immersion
in 20% sucrose solution for cryoprotection. Brains were cut serially
at 40 pm thick coronal sections and slices analyzed using an optic
microscope to verify the correct position of the cannula. Only ani-
mals with correct cannula placements were included in the data
analysis [26].

2.8. Statistical analysis

Lidocaine effects on thermal and mechanical hypersensitivity
were analyzed using two-way repeated measures analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by post hoc analysis with the Newman
Keuls post-hoc test. For CPP experiments, data were analyzed by 2-
factor ANOVA (chambers vs treatment) followed by the Bonferroni
test of post-conditioning compared to preconditioning time spent
in the drug-paired chamber. Difference scores for the drug paired
chamber were used to determine group differences between nerve
injured and sham operated rats using paired t-tests. In all statistical
analysis, p values less than 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. Systemic lidocaine blocks evoked hypersensitivity but does
not induce CPP

Onday 5, CCI-ION reduced the latency to heat-evoked responses
compared to sham-operated rats. Systemic lidocaine (10 mg/kg,s c.)
reversed CCI-ION-induced heat hypersensitivity, with peak effect
observed 60 through 120 min after administration (Fig. 1a,"p<0.05
vs CCI-ION saline). On day 15 after CCI-ION, a significant reduction
on the facial mechanical threshold was detected in about 50% of
the rats, but the remaining did not develop tactile hypersensitivity
(data not shown). Systemic lidocaine (10 mg/kg,sc.) reversed the
facial tactile hypersensitivity with peak effects observed 30-60 min
post administration (Fig. 1b, *p <0.05 vs CCI-ION saline). On day 5,
systemic lidocaine (10 mg/keg,s c.) failed to induce CPP in CCI-ION-
or sham-treated rats (Fig. 1c. p>0.05 vs null hypothesis of 0). On
day 15, systemic lidocaine (10 mg/kg,sc.) failed to induce CPP in

CCI-ION- or sham-treated rats (Fig. 1d, p>0.05 vs null hypothesis
of 0). It is noteworthy that systemic treatment with lidocaine did
not impair locomotion as assessed in the open field test (data not
shown).

3.2. RVM lidocaine attenuates tactile hypersensitivity and induces
CPP but does not block CCI-ION-induced heat hypersensitivity

On day 5, RVM lidocaine (4%, 0.5pul) did not alter CCI-ION
induced heat hypersensitivity (Fig. 2a). On day 15, CCI-ION-induced
tactile hypersensitivity was attenuated by the RVM lidocaine, with
peak effect observed 30 and 60 min post-RVM injection (Fig. 2b,
*p<0.05 vs CCI-ION saline). On day 5, RVM lidocaine failed to
induce CPP in CCI-ION- or sham-treated rats (Fig. 2¢, p>0.05 vs
null hypothesis of 0). Only data from animals with verified accurate
injections were included (58/97 total rats, 59.8%), as represented in
the map (Fig. 2c inset, closed circles indicate hits, open circles indi-
cate misses). On day 15, rats with CCI-ION-induced facial tactile
hypersensitivity demonstrated a significant increase in the time
spent in the lidocaine-paired chamber (Fig. 2d, *p <0.05 vs sham).
In contrast, RVM lidocaine injections failed to induce CPP in rats
that failed to develop tactile hypersensitivity 15 days post-CCI-ION
(Fig. 2d, p>0.05 vs the null hypothesis of 0). Only data from ani-
mals with verified accurate injections were included (84/128 total
rats, 65.6%), as represented in the map (Fig. 2d inset, closed circles
indicate hits, open circles indicate misses). Analysis of data from
the RVM misses demonstrated that OFF-site injection of lidocaine
failed to reverse heat or tactile hypersensitivity and did not alter
the time spent in the lidocaine paired chamber for any treatment
group (data not shown).

4. Discussion

We demonstrate that CCI-ION induces spontaneous pain that
is observed 15 days post-surgery as indicated by CPP to a cham-
ber paired with RVM lidocaine administration. These observations
indicate thar spontaneous pain is mediated by descending facil-
itatory pain pathways from the RVM. We further demonstrate
that RVM lidocaine fails to alter heat hypersensitivity or induce
CPP 5days post-surgery, indicating that descending facilitatory
pathways do not mediate the injury-induced pain state at this time-
point. Systemic lidocaine fully reversed thermal hypersensitivity
5days and attenuated tactile hypersensitivity 15 days post-CCI-ION
but failed to induce CPP at either time-point. These data sug-
gest that CCI-ION-induced evoked and spontaneous pain observed
15 days post-CCI-ION are mediated by descending facilitatory pain
pathways and that spontaneous pain may show a delayed devel-
opment, emerging between 5 and 15 days post-injury.

Our observations of thermal hypersensitivity 5days post-
CCI-ION surgery are consistent with clinical observations [27,5]
indicating that decreased mechanical pain hypersensitivity and
heat pain threshold represent the most prominent QST abnor-
malities detected in TN patients. Other preclinical studies have
demonstrating that CCI-ION-induced heat hypersensitivity is
observed ipsilateral to the CCI-ION, emerges during the first
week post-injury, and lasts approximately 2-3 weeks [6,7,9,21].
These observations indicate that CCI-ION heat hypersensitivity
may reflect peripheral sensitization. Consistent with this, both RTX
induced ablation of TRPV1 receptor expressing cells in the trigem-
inal ganglion and administration of a TRPV1 receptor antagonist
block CCI-ION-induced heat hyperalgesia indicating that CCI-ION-
induced heat hypersensitivity is dependent on afferent sensory
input from TRPV1 expressing trigeminal neurons [28,29]. Alto-
gether, these data indicate that heat hypersensitivity after CCI-ION
is result of peripheral sensitization of TRPV-1 expressing fibers. We
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Fig. 1. Effect of systemic lidocaine on facial hypersensitivity and CPP test after CCI-ION surgery. A. Systemic lidocaine (10 mg/kg,sc.) fully reversed heat hypersensitivity
observed 5days (D5) post-CCI-ION within 60 min post-administration. B. Systemic lidocaine fully reversed tactile hypersensitivity observed 15 days (D15) post-CCI-ION
within 30 min post-injection. C. Systemic lidocaine does not induce CPP in CCI-ION-treated rats 5 days post-injury. D. Systemic lidocaine failed to induce CPP in the CCI-
ION treated rats 15days post-injury. In panels A and B “BL” represents the basal responsiveness before surgery; in C and D represents the pre-conditioning time in the
lidocaine-paired chamber. n=6-14. All graphs represent mean + SEM.
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Fig. 2. Effect of RVM lidocaine on orofacial hypersensitivity and CPP test after CCI-ION surgery. A. RVM lidocaine (4% wiv, 0.5 wl) failed to alter heat hypersensitivity in CCI-ION
treated rats 5 days (D5) post-injury. B. RVM lidocaine attenuated tactile hypersensitivity observed 15 days (D15) post-CCI-ION within 30 min post-injection. C. RVM lidocaine
does not induce CPP in CCI-ION treated rats 5 days post-injury. Map of accurate (solid circles) and missed (open circles) RVM injections overlaid on a map of the RVM from
Paxinos and Watson (insert). D. RVM lidocaine induced CPP in CCI-ION treated rats that showed tactile hypersensitivity 15 days post-injury. CCI-ION rats that failed to show
tactile hypersensitivity failed to demonstrate CPP. Map of accurate (solid circles) and missed (open circles) RVM injections overlaid on a map of the RVM from Paxinos and
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note that it is possible that lidocaine may be acting on other central or using other peripherally restricted agents can be used to fur-
targets as systemic administration of lidocaine has been proposed ther strengthen this conclusion. The heat hypersensitivity reported
to work through actions at both the peripheral and central nervous following CCI-ION is consistent with clinical observations report-

system [30]. Future studies targeting peripheral input (e.g. RTX) ing heat hyperalgesia in patients with trigeminal neuropathic pain,
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including TN [31,5], although not reported as frequently as mechan-
ical hypersensitivity [27].

Several reports demonstrate that CCI-ION induces tactile hyper-
sensitivity approximately 10-15days post-injury [7,32,8] and
affect both sides of the face [33,8], suggesting the development
of central sensitization. Descending modulatory pain pathways
have been indicated as important mediators of central sensi-
tization across a variety of pain states including nerve injury,
osteoarthritis, and cancer pain [10,11,23,16,34,15]. We determined
whether blocking descending facilitatory pain pathways by lido-
caine microinjection into the RVM blocks CCI-ION-induced tactile
hypersensitivity. Lidocaine injected into the RVM 15 days post CCI-
ION attenuated the tactile hypersensitivity. Clinically mechanical
hypersensitivity represents one of the most frequent sensory alter-
ations reported by TN patients and it is observed bilaterally in
contrast to reports of unilateral spontaneous pain attacks [5]. Our
data indicate that this aspect of TN may be a result of central sen-
sitization and is mediated in part by descending facilitatory pain
pathways from the RVM.

Persistent background pain is reported in a significant pro-
portion of TN patients [4,5]. Therefore, we determined whether
pain-relief by lidocaine administration induced CPP as previously
reports indicate local or RVM lidocaine induces CPP in chronic
pain states [23,35,16,25,26]. Systemic as well as RVM lidocaine
failed to produced CPP during the early period of CCI-ION-induced
thermal hypersensitivity (i.e. day 5). These results suggest that
CCI-ION did not result in persistent ongoing pain at this specific
time point. However, future studies examining ongoing pain at
earlier time-points post-surgery are indicated. Preclinical studies
indicate a robust increase in a subtype of facial grooming rep-
resented by medium ipsilateral stroking of the face, potentially
reflecting spontaneous pain [8]. Notably, this grooming behavior is
observed within 3 days of CCI-ION injury and decreased across the
subsequent 2-week period [8]. This grooming reflects a recupera-
tive behavior that diminishes across time due to adaptation to the
chronic pain state. Indeed, others have proposed that suppression
of nocifensive behaviors indicative of weakness in rodent models
of chronic pain is due to the fact that mice and rats are animals of
prey [36,13].

Our data demonstrate that injection of lidocaine into the RVM
attenuates CCI-ION-induced tactile hypersensitivity and blocks
ongoing pain observed 15days post-surgery. These observations
are consistent with other studies demonstrating that RVM lidocaine
fails to block thermal or tactile hypersensitivity 3 days post-spinal
nerve ligation (SNL), but was effective when administered 10 days
[12] as well as at time-points at which SNL-induced heat hyper-
sensitivity had resolved, such as 60days post-injury [17]. These
observations suggest that descending facilitatory pain pathways
from the RVM are integral to maintenance of chronic neuropathic
pain [11,12,24,37,14,16,15,17]. Specific to the trigeminal system,
RVM inactivation attenuated CFA-induced masseter hyperalgesia
and contralateral orofacial hyperalgesia induced by microinjec-
tion of interleukin-1p into the interpolaris/caudalis of rats [38,39].
More recently, it was demonstrated that bupivacaine injection into
the RVM completely blocked dural inflammation-induced facial
mechanical allodynia [40]. Together with our observations, these
reports indicate that descending facilitatory pain pathways from
the RVM maintain both hypersensitivity and spontaneous aspects
of chronic trigeminal pain. Future studies are required to deter-
mine whether descending facilitatory pain pathways from the RVM
maintain spontaneous pain earlier than 15 days post-injury at later
time-points post CCI-ION as described in the SNL model of pain
[17] to get a more complete understanding of the time-course in
which descending facilitatory pain pathways mediate nerve-injury
induced trigeminal pain.

In conclusion, the present observations indicate that early sen-
sory changes after CCI-ION are unilateral and likely depend on
peripheral trigeminal input. The later development of mechanical
hypersensitivity and ongoing pain are maintained by descending
facilitatory projections from the RVM. Further investigation into
the role of central sensitization in the maintenance of ongoing pain
in the setting of trigeminal nerve injury may allow detection of
novel molecular targets for development of improved therapeutics
for pain management in patients with trigeminal neuralgia.
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