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RESUMO

Em alguns modelos de dor que afetam o sistema trigeminal tem sido demonstrado que
antagonistas de receptores kappa opioides (KOR), como o norbinaltorfimina (nor-BNI)
apresentam efeitos antinociceptivos. Além disso, seus efeitos do tipo ansioliticos ja
foram extensamente demonstrados na literatura em estudos n&o-clinicos.
Antagonistas de KOR possuem algumas vantagens em relagao a outros tratamentos
para a dor, como por exemplo, a morfina. Os antagonistas de KOR ndo promovem
dependéncia e podem tratar comorbidades frequentes na dor crénica, tal como a
ansiedade. O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito do antagonista
de KOR na dor aguda pés-operatéria orofacial (etapa 1) e na dor neuropatica
trigeminal (etapa 2) usando o modelo da constricao do nervo infraorbital (CION), assim
como avaliar seu efeito na ansiedade associada a CION. Ratos Wistar machos foram
submetidos a incisdo da mucosa oral, apds 3 dias foram tratados com nor-BNI ou
veiculo, sendo realizada na sequéncia a avaliagao da hiperalgesia térmica e mecanica
para avaliar seu efeito na dor aguda orofacial. O tratamento com nor-BNI foi capaz de
reduzir a hiperalgesia mecanica e térmica por até 5 e 6 horas, respectivamente. Estes
resultados da etapa 1 sugerem que antagonistas de KOR podem ser uteis no
tratamento da dor aguda pés-operatoria orofacial. Na etapa 2, utilizamos o modelo
animal da neuralgia do trigémeo induzido por CION cujo objetivo foi investigar o efeito
local, central e sistémico do antagonista de KOR na dor e na ansiedade. Os animais
foram tratados com o nor-BNI no ganglio do trigémeo (TG), no subnucleo caudalis
(SC), na amigdala central (CeA) e sistemicamente (via i.p.), 14 dias apds a cirurgia de
CION. Apds o tratamento, foi realizado um decurso temporal da hiperalgesia
mecanica. No TG, o antagonista de KOR reduziu o limiar mecanico dos animais de 2
a 4 horas ap6s sua administracdo. Quando o nor-BNI foi administrado no SC, nao foi
observado nenhuma alteragcdo da nocicepcao e do comportamento tipo-ansioso.
Porém, quando administrado na CeA, o nor-BNI reverteu a hiperalgesia mecanica de
4 a 6 horas, mas ndo promoveu uma alteracdo no comportamento tipo-ansioso. Por
fim, foi observado que o tratamento sistémico com nor-BNI reduziu a hiperalgesia
mecanica dos animais de 1 a 4 horas. Com relacido ao comportamento tipo-ansioso,
no teste do labirinto em cruz elevado houve um aumento do tempo nos bracos abertos
e do numero de entradas nos bracos abertos, indicativo de um efeito do tipo ansiolitico.
Este mesmo efeito foi observado quando esses animais foram avaliados em outro
teste de ansiedade, o teste de transicdo claro-escuro, ou seja, foi verificado um
aumento do tempo no compartimento claro. O presente estudo demonstrou o efeito
antinociceptivo do antagonista de KOR, nor-BNI, em modelos de dor orofacial pds-
operatdria e neuropatica. Ademais, demonstrou que seu efeito antinociceptivo na dor
neuropatica parece envolver mecanismos periféricos e centrais, enquanto que o
mecanismo do efeito do tipo ansiolitico nao foi determinado neste trabalho. Portanto,
antagonistas de KOR podem representar uma alternativa terapéutica aos tratamentos
existentes para dores de origem orofacial, bem como a ansiedade potencialmente
associada ao quadro de dor.

Palavras-chave: ratos, incisao; dor pds-operatoria; constricdo do nervo infraorbital
neuralgia do trigémeo; ansiedade; opioide.



ABSTRACT

It has been shown that kappa opioid receptor (KOR) antagonists, such as nor-
binaltorphimine (nor-BNI), have antinociceptive effects in some pain models that affect
the trigeminal system. In addition, its anxiolytic-like effects have been extensively
demonstrated in the literature and are currently evaluated on clinical trials. These drugs
have some advantages over treatments widely used for pain, such as morphine. KOR
antagonists do not promote addiction and can treat frequent comorbidities in chronic
pain, such as anxiety. The present study aimed to investigate the effect of the KOR
antagonist on acute postoperative orofacial pain (step 1) and trigeminal neuropathic
pain (step 2) using the infraorbital constriction model (CION), as well as to evaluate its
effect on anxiety associated with this model. Male Wistar rats were submitted to the
incision of oral mucosa. After 3 days they were treated with nor-BNI or vehicle, followed
by the assessment of thermal and mechanical hyperalgesia to evaluate its effect on
acute orofacial pain. Treatment with nor-BNI was able to reduce mechanical and
thermal hyperalgesia up to 5 and 6 hours, respectively. These step 1 results suggest
that kappa opioid antagonists may be useful in the treatment of acute postoperative
orofacial pain. In the step 2, it was used the animal model of trigeminal neuralgia and
the objective was to investigate the local, central and systemic effect of the KOR
antagonist on pain and anxiety. The animals were treated with nor-BNI in the trigeminal
ganglion (TG), subnucleus caudalis (SC), right central amygdala (CeA) and
intraperitoneally 14 days after CION surgery. Following the treatment, a time course of
mechanical hyperalgesia was performed. In the TG, the KOR antagonist reduced
animal’s mechanical threshold from 2 to 4 hours after its administration. When
administrated in the SC, no changes in nociception and anxiety-like behavior were
observed. However, when administered in the right CeA, nor-BNI reversed mechanical
hyperalgesia from 4 to 6 hours, but it did not promote changes in anxiety-like behavior.
Finally, it was observed that systemic treatment with nor-BNI, only in the highest dose
(10 mg/kg), reduced the mechanical hyperalgesia of the animals from 1 to 4 hours. As
for the anxiety-like behavior, in the elevated plus-maze test (EPM), there was an
increase in time in the open arms for both doses (3 and 10 mg/kg) and in the number
of entries in the open arms (3 mg/kg). In the light-dark transition test (LDT), an increase
in time in the light compartment (3 mg/kg) was observed. Indicating the anxiolytic-like
effect of nor-BNI, mainly at the dose of 3 mg/kg. The present study demonstrated the
antinociceptive effect of the KOR antagonist, nor-BNI, in models of orofacial
postoperative pain and neuropathic pain. In addition, the antinociceptive effect
observed in the model of trigeminal neuralgia seems to involve peripheral and central
mechanisms, while the anxiolytic-like effect mechanismwas not determined in the
present work. Therefore, nor-BNI can represent a therapeutic alternative to existing
treatments for pain of orofacial origin, as well as to anxiety potentially associated to
orofacial pain conditions.

Keywords: rat; incision; postoperative pain; constriction of the infraorbital nerve;

trigeminal neuralgia; anxiety; opioid.
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1 INTRODUGAO

De acordo com a nova definicao de dor pela Associagao Internacional para o
Estudo da Dor (IASP), dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada ou semelhante aquela associada a dano real ou potencial ao tecido (IASP,
2020). A dor € um mecanismo de defesa do nosso organismo, sendo responsavel por
nos alertar sobre estimulos danosos e garantir a nossa sobrevivéncia (JULIUS;
BASBAUM, 2001). E uma experiéncia complexa e multidimensional que possui fatores
cognitivos, emocionais e sensoriais (SESSLE, 2005). No entanto, a dor pode passar
por mudangas mal adaptativas e se tornar cronica (JULIUS; BASBAUM, 2001;
MASSALY; MORON; AL-HASANI, 2016). Dores que afetam a regido oral e
maxilofacial apresentam alta prevaléncia, atingindo cerca de 10-26% da populagao
mundial (SHAEFER; KHAWAJA; BAVIA, 2018). Algumas dessas condigdes
dolorosas, como por exemplo a neuralgia do trigémeo, s&do de dificil diagnostico e as
opgdes de tratamento farmacoldgico sdo limitadas e associadas a inumeros efeitos
adversos. Importante ressaltar que dores orofaciais recrutam uma neurocircuitaria
distinta daquela recrutada em outros tipos de dores, que n&o orofaciais (COLLOCA et
al., 2017; SESSLE, 2000, 2005). Nesse aspecto, estudos recentes tém demonstrado
que diferentes tipos de dores orofaciais recrutam uma via monosinaptica do ganglio
do trigmeo (TG) para o nucleo parabraqueal, uma estrutura-chave para o
componente afetivo da dor, o que justificaria dados clinicos de que pacientes com
dores nessas regides apresentam uma carga emocional maior (RODRIGUEZ et al.,
2017). Desse modo, é importante separar os estudos que envolvam dores orofaciais
de outros que envolvam outros tipos de dor, aprofundando os estudos nao clinicos de
dores orofaciais para obter tratamentos especificos e translacionais.

A cirurgia € uma das principais causas de sindromes de dor aguda e, em
muitos casos leva a cronificagdo da dor, sendo que a presencga de dor, intensidade e
o tempo de cirurgia, sdo fatores preditivos do desenvolvimento de dor crbnica
(APFELBAUM et al., 2003; GAN, 2017; GLARE; AUBREY; MYLES, 2019; PAK et al.,
2018). Apesar do aumento de estudos nessa area, muitos pacientes ainda sofrem de
dores severas no poés-cirurgico. Portanto, a descoberta de novos alvos terapéuticos

para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e com menos efeitos adversos do
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que os atuais tratamentos sdo necessarios (POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; ZAHN,
2018).

Outro tipo de dor orofacial que, apesar de ndo ser tdo prevalente (0,03-0,3%)
na populagao, afeta drasticamente a qualidade de vida dos pacientes, € a neuralgia
do trigémeo. A neuralgia do trigémeo € um tipo de dor neuropatica severa
caracterizada por ataques paroxisticos, i.e., ataques fortes de dores unilaterais, curtos
e recorrentes na area inervada por um ou mais ramos do trigémeo. Esta € uma
condigado frequentemente mal diagnosticada e confundida com outras doengas e
possui tratamento mais restrito do que outros tipos de dores neuropaticas (COLLOCA
et al., 2017; DE TOLEDO et al., 2016; ZAKRZEWSKA et al., 2017; ZAKRZEWSKA,;
MCMILLAN, 2011). O impacto da neuralgia do trigémio na qualidade de vida é tao
grande que, frequentemente leva ao suicidio, pois & associada com depresséo e
ansiedade. Infelizmente, cerca de 90% dos pacientes possuem uma dessas
desordens e 30% deles ndo sdo adequadamente tratados (MACIANSKYTE et al.,
2011; ZAKRZEWSKA et al., 2017).

Os transtornos de ansiedade sdo um grupo de desordens mentais
caracterizadas pelo medo persistente e excessivo, ansiedade e/ou aversdo de
ameagas internas ou externas reais ou potenciais. Essas desordens podem ser
consideradas como uma falha na evocagao de respostas adaptativas ou uma inibigéo
de respostas mal adaptativas em determinadas situagdes (AMSTADTER, 2008;
HIDALGO VICARIO; RODRIGUEZ HERNANDEZ, 2013).

Apesar das evidéncias clinicas, existem poucos estudos que avaliam a
relacdo da dor e ansiedade em pacientes e em modelos animais de dores orofaciais.
Nesse sentido, um potencial alvo para o controle de ambas as desordens é o sistema
kappa opioidérgico que, além de atuar no sistema opioide, um importante alvo de
controle da dor e da ansiedade, ndo possui os efeitos adversos de outras drogas
opioides classicas, tal como a morfina, que pode desencadear depressao respiratoria
e dependéncia (BOOM et al., 2012; TRANG et al., 2015). Apesar das evidéncias do
sistema kappa opioidérgico no controle de dor e ansiedade, pouco se conhece do
funcionamento desse sistema no sistema trigeminal em condigdes de dor, e também
de ansiedade associada a dor orofacial.

Na dor pos-operatoria, opioides como a morfina sdo muito utilizados no alivio
da dor. Apesar de terem uma grande eficacia, o uso da morfina esta associado com

graves problemas de saude publica, como ja supracitado, ressaltando o seu alto
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potencial de dependéncia desencadeando o transtorno por uso de opioides. Assim,
tendo em vista a crise de opioides em muitos paises desenvolvidos, o estudo de
alternativas com potencial efeito analgésico como o sistema kappa opioidérgico, que
nao promova o transtorno por uso de opioides, € claramente importante e urgente. Por
outro lado, o estudo do sistema dinorfina/kappa opioide na dor neuropatica € relevante
dado que opioides que atuam nos receptores p (mu) opioide, como a morfina, muitas
vezes nao promovem o alivio adequado da dor nessas condi¢des. De maneira
interessante estudos mostram que o sistema dinorfina/kappa opioide pode trazer
efeitos benéficos no tratamento de transtornos de ansiedade (HANG et al., 2015).
Baseado no exposto, é extremamente importante avaliar o efeito de farmacos
que atuam nos receptores kappa opioides (KOR) em dores orofaciais agudas e
cronicas, além de estudar a relagdo da dor neuropatica trigeminal com transtornos de

ansiedade e o potencial do tratamento de ambas as condig¢oes.
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2 JUSTIFICATIVA

Os KOR desempenham um papel essencial no processamento nociceptivo,
estando presentes em diversas estruturas das vias ascendentes e descendentes da
dor, como cértex pré-frontal, cortex cingulado anterior, cértex somatosensorial, insula,
talamo, amigdala, nucleo accumbens, nucleo parabraqueal e substancia cinzenta
periaquedutal (CAHILL et al., 2014; MANSOUR et al., 1994; MINAMI et al., 1993). O
aumento da expressao desses receptores e de dinorfinas foi demonstrado em
modelos de dor crénica (LIU et al., 2019; PODVIN; YAKSH; HOOK, 2016). Estudos
nao clinicos demonstram efeitos pro-nociceptivos e antinociceptivos de drogas que
atuam no sistema kappa opioide como a dinorfina A, dinorfina B, agonistas de KOR
como o U50,488 e antagonistas de KOR como o nor-BNI (AITA et al., 2010;
BEREITER, 2001; BROADBEAR et al., 1994; NATION et al., 2018; PODVIN; YAKSH;
HOOK, 2016; XIE et al., 2017; XU, 2004), incluindo alguns estudos de dores crbénicas
orofaciais (AITA et al., 2010; NATION et al., 2018; XIE et al., 2017). No entanto, os
resultados dependem da via de administracao utilizada, seletividade pelos receptores,
espécie e sexo do animal testado, bem como do modelo animal (PODVIN; YAKSH;
HOOK, 2016; RASAKHAM; LIU-CHEN, 2011).

Dados mais recentes chamaram atencgéo por verificar que o antagonista de
KOR, o nor-BNI, promoveu efeito antinociceptivo em um modelo de migranea por
abuso de medicacéo (XIE et al., 2017), preveniu a perda do controle inibitério nocivo
difuso (DNIC) em modelo de dor cefalica, um fator preditivo para o desenvolvimento
de dor cronica (NATION et al., 2018) e foi capaz de prevenir e reverter o
desenvolvimento de hiperalgesia crénica induzida pela inje¢cdo de prostaglandina E2
na pata (VERGARA et al., 2020).

A interagcao entre ansiedade e dor crénica ja foi verificada em estudos clinicos
e nao clinicos, demonstrando estruturas em comum entre essas doengas, como o
cortex cingulado anterior, a amigdala, entre outras. Técnicas que reduzem a
ansiedade, promovem a redug¢do da dor crénica e diversos transtornos de ansiedade
foram relacionados com 0 aumento da dor neuropatica. Ademais, modelos animais de
dor, inclusive do nosso grupo em modelos de dor orofacial verificaram a presenca de
comportamento tipo-ansioso (ARAYA et al., 2020; GAMBETA et al., 2016, 2017, 2018;
ZHUO, 2016). Baseado nesses estudos, os antagonistas dos KOR podem apresentar

um papel importante tanto na mediagao e/ou modulagao da dor quanto da ansiedade
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associada. No presente estudo foi testada a hipétese do nor-BNI demonstrar efeito
antinociceptivo em modelos de dor orofacial e efeito do tipo ansiolitico no modelo de
dor neuropatica trigeminal. Ademais foram investigados possiveis sitios de acéo,
periféricos e centrais, para o efeito analgésico e ansiolitico do nor-BNI.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do antagonista kappa-opioide (nor-BNI) no comportamento

nociceptivo e do tipo-ansioso em modelos animais de dor orofacial

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do nor-BNI, administrado na mucosa intraoral, na
hiperalgesia mecénica e ao calor no modelo animal de dor orofacial pés-operatoria;

- Avaliar possiveis sitios de agao do nor-BNI (periféricos e centrais)

- Avaliar o efeito do nor-BNI, administrado no ganglio do trigémeo, na
hiperalgesia mecanica e comportamento tipo-ansioso em modelo animal de neuralgia
do trigémeo em ratos;

- Avaliar o efeito do nor-BNI, administrado no subnucleo caudalis, na
hiperalgesia mecanica e comportamento tipo-ansioso, em modelo animal de neuralgia
do trigémeo em ratos;

- Avaliar o efeito do nor-BNI, administrado na amigdala central direita, na
hiperalgesia mecanica e comportamento tipo-ansioso, em modelo animal de neuralgia
do trigémeo em ratos;

- Avaliar o efeito do nor-BNI, administrado por via intraperitoneal, na
hiperalgesia mecanica e comportamento tipo-ansioso, em modelo animal de neuralgia

do trigémeo em ratos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DORES OROFACIAIS

A dor orofacial € um termo que aborda diversas condi¢gbes que afetam a cabeca,
a face e as regidbes orais e do pescogo, as quais podem ter origens
muscoesqueléticas, vasculares, neurovasculares, neuropaticas, idiopaticas e
psicogénicas (SHAEFER; KHAWAJA; BAVIA, 2018).

De acordo com a primeira edi¢ao da Classificagédo Internacional de Dor Orofacial
(ICOP), as dores orofaciais sdo classificados como: dor atribuida a disturbios de
estruturas dento-alveolares e relacionadas anatomicamente, dor miofascial, dor
atribuida a lesdo ou doenga dos nervos cranianos, dor assemelhando-se a
apresentacdes de dores de cabeca primarias e dor orofacial idiopatica (ICOP, 1ST
EDITION; 2020). Estimulos nocivos presentes na regidao craniofacial sdo detectados
pelo nervo do trigémeo o qual transmite informagdes nociceptivas para o sistema
nervoso central (SNC) (RODRIGUEZ et al., 2017). O nervo trigémeo € o quinto e maior
par de nervos cranianos, o qual se divide em trés ramos: oftdlmico, o mandibular e
maxilar, que juntamente com suas ramifica¢cdes, sdo responsaveis pela inervagao
somatossensorial da face e da cabega (BAJWA et al., 2016), incluindo estruturas intra-
e extraorais tais como dentes, cavidade oral e nasal, bem como pela inervagédo dos
musculos da mastigagado (JOO et al., 2014). Os corpos celulares dos neurdnios
trigeminais estdo principalmente localizados no TG (MARFURT, 1981). Esses
neurénios possuem componentes sensoriais e motores (BATHLA; HEGDE, 2013) e
fazem projegcbes centrais que terminam nos nucleos do complexo sensorial do
trigémeo, onde se encontra o subnucleo caudalis (SC) que constitui o principal sitio
de processamento da informagdo nociceptiva proveniente da regido orofacial
(SESSLE, 2000).

Entre os tipos mais prevalentes de dor, estdo as dores que afetam regides
inervadas pelo nervo do trigémeo (LEVY et al, 2018). Estima-se que
aproximadamente 10-26% da populagado adulta € acometida por dores na regi&o oral
e maxillofacial (SHAEFER; KHAWAJA; BAVIA, 2018), sendo que cerca de 7-11% sao
dores cronicas (BENOLIEL; SHARAYV, 2010).

A caracteristica multidimensional da dor & particularmente importante na regido

orofacial, visto que a face e a boca tém um valor biolégico, emocional e psicolégico
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para cada individuo (SESSLE, 2005). Relata-se que dores orofaciais sdo mais
severas, possuem uma percepcao de dor diferente e promovem mais medo
relacionado a dor do que outros tipos de dores (RODRIGUEZ et al., 2017). Um estudo
clinico mostrou que estimulos na face promovem mais sensibilizacdo do que
estimulos aplicados no brago (SCHMIDT et al., 2015). Uma das hipéteses levantadas
para elucidar essas diferengas entre dores orofaciais e de outras regides foi descrita
por Rodriguez et al. (2017) que caracterizou uma via direta monosinaptica que faz a
conexao do TG diretamente para o nucleo parabraqueal, que € um componente
essencial no circuito afetivo da dor (RODRIGUEZ et al., 2017). Ademais, na clinica foi
demonstrado que existe um controle inibitério da dor menos eficiente em areas

inervadas pelo sistema trigeminal comparado a outras partes do corpo (LEVY, 2018)

4.2 DOR POS OPERATORIA

A cirurgia é uma das principais causas de sindromes de dor aguda a crénica
(PAK et al., 2018). Mais de 320 milhdes de pessoas sdo submetidas a cirurgias a cada
ano (GLARE; AUBREY; MYLES, 2019) sendo que cerca de 80% dos pacientes
apresentam dor aguda pdés-operatéria e a prevaléncia de dor pds-cirurgica crénica é
de aproximadamente 10% (APFELBAUM et al., 2003; GLARE; AUBREY; MYLES,
2019).

A dor aguda é resultado da estimulacdo nociva de dano tecidual que
associado a cirurgia pode resultar em estados inflamatérios persistentes que facilitam
a sensibilizagdo periférica e central (GLARE; AUBREY; MYLES, 2019; PAK et al.,
2018). Estudos sugerem que a dor induzida por incisdo de tecidos possui mecanismos
diferentes de outros estados de dor inflamatoéria ou neuropatica. Acredita-se que a
hiperalgesia na regiao da inciséo seja mediada pela sensibilizagdo de fibras Ad e C e
na conversao de fibras Ad mecanicas silenciosas em fibras sensiveis a estimulos
mecanicos apos a incisdo. Além disso, a sensibilizagdo neuronal central
provavelmente contribui para a dor pos-operatoria e para a hiperalgesia (WU; RAJA,
2011).

LesGes agudas repetidas, hiperalgesia induzida por opioides,
neuroinflamacdo, comorbidades com doencgas psiquiatricas, modificacdo dos
sistemas de processamento da dor e maior duragdo do tempo da cirurgia tém sido

associados ao desenvolvimento de estados de dor crénica (PAK et al., 2018).
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Ademais, a presencga e a intensidade da dor aguda durante ou apds a cirurgia sdo
preditivas do desenvolvimento de dor crénica (GAN, 2017).

O manejo clinico da dor pés-cirurgica é feito com opioides convencionais, tais
como morfina, hidrocodona e fentanil, considerados os "padrdes ouro" no tratamento.
Este manejo, infelizmente, ainda é muito falho (POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE;
ZAHN, 2018). Assim, a ineficacia no tratamento da dor pds-operatoria esta associado
a maior morbidade, mortalidade, prejuizo funcional e da qualidade de vida, retardo no
tempo de recuperagéo, duragdo prolongada do uso de opioides, maior custo dos
cuidados de saude e pode levar ao desenvolvimento de dor crénica e da doencga
Dependéncia de opioides (APFELBAUM et al., 2003; GAN, 2017; GLARE; AUBREY;
MYLES, 2019; PAK et al., 2018). E valido mencionar que a prescricdo de opioides no
Brasil apresentou um aumento de 465% nos ultimos 6 anos (KRAWCZYK et al.,
2018). Dessa forma, o uso de opioides nesses pacientes € complexo, sendo
necessario equilibrar o tratamento para obter o controle da dor aguda no periodo pos-
operatdrio imediato e a0 mesmo tempo reduzir os riscos do uso cronico persistente
de opioides (GLARE; AUBREY; MYLES, 2019).

Muito progresso tem sido feito no reconhecimento da dor apds a cirurgia como
um importante problema de saude publica, na investigacdo de mecanismos
associados, fatores de risco e nas abordagens de gerenciamento da dor. No entanto,
existem poucos estudos disponiveis sobre intervengdes que possam prevenir ou
minimizar esta complicagdo cirurgica comum, e a dor pos-operatoria
inadequadamente controlada continua a ser um desafio clinico (GAN, 2017; PAK et
al., 2018). Deste modo, encontrar maneiras de minimizar todos os riscos associados
a essa dor, através da identificacdo de novos alvos terapéuticos e mecanismos
envolvidos nesse tipo de dor € de particular interesse para a populagao (GLARE;
AUBREY; MYLES, 2019)

4.2.1 MODELO DE DOR POS OPERATORIA

A maioria dos estudos sobre dor pés-operatéria utiliza o modelo de inciséo na
pata, o qual permitiu o estudo dos tratamentos e mecanismos envolvidos nessa
condicao (POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; SCHUG, 2017). No entanto, devido as
diferencas no processamento da dor de origem orofacial se comparado com outros

locais do corpo, modelos de dor pds-operatoria orofacial foram desenvolvidos, como
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o modelo de Urata et al (2015). Neste modelo foi detectado a presenga de hiperalgesia
mecanica, térmica ao calor e ao frio, que persiste por aproximadamente 3 a 7 dias
(URATA et al., 2015). Utilizando a mesma metodologia, um estudo do nosso grupo
tambeém verificou hiperalgesia térmica e mecanica nos animais 1-3 dias e de 1-5 dias,
respectivamente (ARAYA et al., 2020). Esse modelo também foi utilizado em alguns
estudos para a investigacado de alvos terapéuticos e mecanismos envolvidos na dor
pos-operatoria (ARAYA et al., 2017, 2020; IKUTAME et al., 2020; URATA et al., 2018).
Dessa forma, o modelo de incisdo da mucosa oral pode ser considerado uma
ferramenta importante para o entendimento dos mecanismos e para a investigagao de

drogas com potencial terapéutico para a dor aguda orofacial.

4.2.2 DOR NEUROPATICA

A dor cronica é um motivo frequente para a procura de atendimento médico
no mundo (JOHANNES et al., 2010). A dor neuropatica € um tipo de dor cronica
causada por uma lesao ou doenga do sistema somatossensorial, o qual é responsavel
pela percepgao de estimulos como o toque, pressao, dor, temperatura, posicao,
movimento e vibragdo. Esses estimulos s&o percebidos pelos nervos
somatossensoriais presentes na pele, musculos, juntas e fascia transmitindo a
informac&o para a medula espinhal e, posteriormente, para o cérebro. No estado de
dor crénica existe uma alteragao ou disfuncdo dessa transmissao sensorial desde os
aferentes primarios até estruturas cerebrais superiores (COLLOCA et al., 2017).

Estima-se que a dor crénica com caracteristicas neuropaticas acometa cerca
de 7 a 10% da populagao (VAN HECKE et al., 2014). No entanto, essa estimativa é
dificultada pela escassez de critérios para diagnostico. Varias doengas e condigdes
podem levar ao desenvolvimento da dor neuropatica, dentre as mais comuns estao o
diabetes, quimioterapia, infecgdes virais, traumas e amputagdes. A dor neuropatica
desencadeia uma série de sintomas como sensacgdes de queimacgao, choque elétrico
e dor causada por estimulos previamente ndo dolorosos (toque leve) que,
frequentemente, levam ao desenvolvimento de comorbidades como a ansiedade,
disturbios do sono e depressao. Todos esses fatores contribuem para uma piora

significativa da qualidade de vida desses pacientes (COLLOCA et al., 2017).
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4.2.3 NEURALGIA DO TRIGEMEO

Uma das formas mais comuns de dor craniofacial em adultos € a neuralgia do
trigémeo, que é considerada uma das formas mais severas de dor (HAYES et al.,
2017). E caracterizada como uma dor paroxistica, i.e. dor subita, geralmente
unilateral, severa, de curta duragéo (segundos até 2 minutos), com episodios de dor
recorrentes que acometem um ou mais das ramificagdes do nervo do trigémeo,
principalmente a mandibular e maxilar e que comumente ocorrem no lado direito da
face (ARAYA et al., 2019; MCMILLAN, 2011; STEFANO et al., 2017). Os episddios de
ataques paroxisticos de dor caracteristicos da neuralgia do trigémeo podem ocorrer
varias vezes ao dia e segundo estudos clinicos a maioria dos pacientes apresentam
de 10 a 50 ataques por dia (ARAYA et al., 2019). Esses episodios podem perdurar por
semanas a meses, 0S quais, posteriormente podem evoluir para remissao
espontanea, que pode durar meses ou anos. Sdo desencadeados por estimulos
mecanicos inbcuos como 0 movimento muscular ou o toque nas zonas gatilho, que se
encontram mais frequentemente na area nasal e perioral, restringindo atividades
cotidianas como mastigar, escovar os dentes, lavar o rosto, se barbear, falar ou tocar
a area afetada (ARAYA et al., 2019; BAJWA et al., 2016; SPINA et al., 2017). Com o
passar do tempo, os ataques ocorrem mais frequentemente e a dor se torna mais
duradoura (LOVE; COAKHAM, 2001).

Existem poucos estudos sobre a prevaléncia da neuralgia do trigémeo na
populacéo, no entanto estima-se que seja entre 0,03 a 0,3%. A incidéncia € maior em
mulheres do que em homens (na proporgéo de 3:1) e em 90% dos casos os sintomas
comegam com 40 anos de idade, sendo que a faixa etaria mais afetada € de pessoas
acima de 60 anos de idade (DE TOLEDO et al., 2016; ROZEN, 2004). Sugere-se que
a principal causa da neuralgia do trigémeo é a compressédo da raiz do nervo do
trigémeo, geralmente pela artéria cerebelar superior, que pode levar ao
desenvolvimento de desordem desmielinizante focal primaria, alteragdes estruturais
dos neurdnios como atrofia ou hipertrofia dos axoénios, hiperexcitabilidade e
susceptibilidade de excitagdo cruzada de neurbnios préximos (ARAYA et al., 2019;
LOVE; COAKHAM, 2001). Outro achado em estudos nao clinicos sdo alteragdes em
canais de sodio voltagem dependente (Nav) que poderiam explicar a excitabilidade
neuronal e disparo ectopico de fibras trigeminais aferentes em ataques paroxisticos
(ARAYA et al., 2019).
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Os tratamentos de primeira linha para a neuralgia do trigémeo sdo com as
drogas carbamazepina e oxcarbamazepina, mas seus efeitos adversos prejudicam a
adesdo e a continuidade do tratamento (DI STEFANO; TRUINI, 2017). A
carbamazepina promove efeito analgésico em 70% dos pacientes tratados e, nesses
pacientes, reduz a dor em aproximadamente 50% (WIFFEN et al., 2011).. O principal
mecanismo de acado responsavel pelo seu efeito analgésico condiz com a
fisiopatologia da doenga, como citado anteriormente. A carbamazepina bloqueia os
canais de sédio nas membranas neuronais quando se tem estimulos de alta
frequéncia, impedindo a propagacéao de sinal e da atividade ectodpica. Infelizmente, o
uso prolongado desse medicamento esta relacionado com diversos efeitos adversos
como sonoléncia, cansaco, tontura, nausea, vOmito, ataxia, toxicidade renal e
hepatica, reac¢des alérgicas, recidiva dos sintomas em até 50% dos pacientes e seu
uso foi relacionado varias com reacbes de hipersensibilidade. Além disso, a
carbamazepina é indutora de varias isoenzimas da superfamilia citocromo P450
(CYP) o que resulta em aumento do seu préprio metabolismo e necessidade de
aumentos frequentes da dosagem (SPINA; PISANI; PERUCCA, 1996). Razdes pelas
quais frequentemente resultam na descontinuacdo do uso da carbamazepina. A
oxcarbamazepina n&o possui estudos suficientes para comprovar sua eficacia devido
a dificuldade em realizar testes clinicos numa doenga rara como a neuralgia do
trigémeo. No entanto, acredita-se que possua eficacia similar a carbamazepina além
de ser mais segura e com perfil farmacocinético melhor (ARAYA et al., 2019).

A carbamazepina ou oxcarbamazepina também podem ser substituidas ou
combinadas com anticonvulsivantes como a pregabalina, gabapentina e topiramato
e/ou baclofeno (GAMBETA; CHICHORRO; ZAMPONI, 2020). Os tratamentos usuais
para dor neuropatica, tais como com os antidepressivos, ndo estdo indicados para o
tratamento da neuralgia do trigémeo (GAMBETA; CHICHORRO; ZAMPONI, 2020),
possivelmente devido a particularidades do sistema sensorial trigeminal, para revisao
ver Sessle (2000). Nesse sentido, recentemente foi descrita uma via monosinaptica
que faz a conexao do TG diretamente para o nucleo parabraqueal, o qual possui
conexdes com estruturas cerebrais limbicas como o nucleo central da amigdala,
nucleo leito da estria terminal, hipotalamo lateral, cértex anterior cingulado e insular,
que sao estruturas envolvidas no processamento emocional, sugerindo um
mecanismo pelo qual as dores orofaciais apresentam uma carga emocional maior
(RODRIGUEZ et al., 2017).
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Esses achados podem contribuir para o entendimento da relacdo das dores
orofaciais com transtornos emocionais, principalmente depressao e a ansiedade, que
no caso da neuralgia do trigémeo afetam cerca de 30-50% dos pacientes que sofrem
dessa condicdo (MELEK et al, 2019; MELEK; DEVINE; RENTON, 2018;
ZAKRZEWSKA et al., 2017).

4.2.3.1 MODELO DE DOR NEUROPATICA OROFACIAL

Baseado no modelo proposto por Vos e colaboradores (1994), Chichorro e
colaboradores (2006) propuseram um modelo de dor orofacial crébnica de origem
neuropatica como modelo de neuralgia do trigémeo, o qual reproduz caracteristicas
dessa condig¢ao, tais como hiperalgesia térmica e mecanica (CHICHORRO et al.,
2006, 2009; CHICHORRO; ZAMPRONIO; RAE, 2006a; YOUNIS et al., 2016). Nesse
modelo, é realizada a constrigdo crénica do nervo infraorbital (CION) dos animais
através de uma cirurgia na face. Em outro modelo de dor trigeminal orofacial, o qual
utilizou a lesao por constricao crénica do nervo infraorbital (IoN-CCl), através de uma
cirurgia intraoral, € no modelo desenvolvido por Chichorro e colaboradores (2006),
aléem dos comportamentos nociceptivos, foram verificados a presenca de
comportamento tipo-ansioso nos animais (GAMBETA et al., 2018; WANG et al.,
2015b). Portanto, o CION pode ser considerado um modelo relevante para o estudo
da busca de novos alvos terapéuticos para o controle da dor e ansiedade associada

a doenca.

4.3 RELACAO ENTRE DOR CRONICA E ANSIEDADE

Por muito tempo, a dor foi considerada somente pelo aspecto unilateral, onde
o nivel de dano correspondia a magnitude da dor. Posteriormente, os aspectos
multidimensionais da dor comecaram a ser estudados, considerando aspectos
cognitivos, afetivos e sensoriais (GATCHEL et al., 2007). Desde entdo surgiram varios
estudos relacionando a dor crénica com transtornos emocionais, tais como depresséao
e ansiedade (YALCIN; BARROT, 2014). Em condi¢cbes de dor neuropatica, tem sido
reportada uma prevaléncia de cerca de 30% de transtornos emocionais,
principalmente depressdo e ansiedade (YALCIN; BARROT, 2014). Ademais,

pacientes com dor crénica apresentam altos niveis de ansiedade relacionada com a
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dor, definida como a preocupagao das consequéncias negativas da dor, a qual ja foi
relacionada com experiéncias de dor mais incapacitantes (ROGERS et al., 2019).

Existem diversas estruturas cerebrais em comum que estdo envolvidas
nessas comorbidades, das quais se destacam o cértex pré-frontal ventromedial, cortex
insular, a amigdala e o cortex cingulado anterior (KOGA et al., 2015; ZHANG; CLINE;
GILBERT, 2014; ZHUO, 2016). Os mecanismos envolvidos nessa inter-relagdo estao
comecgando a ser elucidados, mas é relevante mencionar que medicamentos como o
anticonvulsivante pregabalina e antidepressivos inibidores da receptacdo de
serotonina-noradrenalina apresentam tanto efeitos analgésicos, como ansioliticos
(COLLOCA et al., 2017; CRASKE et al., 2017; FRAMPTON; FOSTER, 2006; MULA;
PINI; CASSANO, 2007; SCHERDER; PLOOIJ, 2012; WALLACE et al., 2008). A
amigdala é uma estrutura cerebral importante para a modulagao tanto das emogdes
no geral, como na dimensao afetivo-emocional da dor. A amigdala tem um papel
importante em atribuir significado afetivo aos estimulos ambientais, formando uma
ligacdo entre as regides do cérebro que processam as informag¢des sensoriais e as
areas envolvidas na produgao de respostas emocionais. Mais especificamente em
relacdo a dor, uma série de estudos clinicos e nao clinicos indicaram que a amigdala,
juntamente com o cortex cingulado anterior, desempenha um papel critico no
processamento de componentes afetivos da dor (CAHILL et al., 2014,
NEUGEBAUER, 2015). Recentemente, um novo mecanismo foi proposto para a
ansiedade induzida pela dor, envolvendo neurdnios do nucleo talamico paraventricular
e do cortex pré-frontal ventromedial (LIANG et al., 2020).

Ademais, corroborando as observagdes clinicas que associam a dor com a
ansiedade, o comportamento do tipo-ansioso também tem sido observado em
modelos animais de dor cronica, levando cerca de 2 a 4 semanas desde a indugao da
dor até o desenvolvimento do comportamento tipo-ansioso nos animais (GAMBETA
et al., 2018; NARITA et al., 2006; ROESKA et al., 2009; YALCIN et al., 2011). Com
relagao a dor orofacial, estudos nao clinicos de dor do tipo neuropatica, inflamatéria e
dor associada ao cancer observaram um aumento no comportamento tipo-ansioso nos
animais (ARAYA et al., 2020; BAHAADDINI et al., 2016; GAMBETA et al., 2016, 2017,
HANG et al., 2015; RAOOF et al., 2016; SHANG et al., 2015). Além disso, no modelo
proposto por Chichorro e colaboradores (2006) somente os animais hiperalgésicos
apresentam comportamento tipo-ansioso 15 dias apos a cirurgia da CION,

demonstrando mais uma vez a associagao da dor com a ansiedade e sugerindo que
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a ansiedade se desenvolve em decorréncia do quadro doloroso (GAMBETA et al.,
2018).

4.4 SISTEMA KAPPA OPIOIDE

As endorfinas, encefalinas e as dinorfinas pertencem ao grupo dos opioides
endoégenos, os quais se ligam aos receptores opioides (mu, delta e kappa,
respectivamente). Esses receptores estdo envolvidos na regulagao da dor, e, portanto,
sdo alvos para o tratamento da mesma (LAl et al., 2006). Os agonistas de receptor
mu opioides, como a morfina, sdo os mais utilizados por serem potentes analgésicos,
porém acompanham alguns efeitos indesejados como depressdo respiratoria,
sedacao, nausea e constipacdo. Além disso, pode levar ao desenvolvimento de
tolerancia e transtorno por uso de substancias (DSM-5), dificultando seu uso como
tratamento prolongado na clinica (COLLOCA et al., 2017; KHADEMI et al., 2016;
PATWARDHAN et al., 2018). Portanto, o estudo de receptores que n&do promovem
esses efeitos adversos, como o KOR, & de grande importancia (BOOM et al., 2012;
TRANG et al., 2015).

Os KORs regulam sistemas monoaminérgicos, fungdes dopaminérgicas
mesolimbicas, canais ibnicos e a transmissdao de neurdnios glutamatérgicos,
gabaérgicos e noradrenérgicos (BRUIJNZEEL, 2009; FERRE et al., 2019). Da mesma
forma controlam o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e, consequentemente
estdo envolvidos em fendmenos relacionados com o estresse com implicagbes na
adicdo, depressao e ansiedade (FERRE et al., 2019).

Além disso, esses receptores estdo expressos em diversas areas do cérebro
envolvidas na neurocircuitaria da dor (cortex pré-frontal, cértex cingulado anterior,
cértex somatosensorial, insula, talamo, amigdala, nucleo accumbens, nucleo
parabraquial, substancia cinzenta periaquedutal) e da ansiedade (amigdala
basolateral e central, hipocampo e cortex pré-frontal) (CAHILL et al., 2014; MANSOUR
et al., 1994; MINAMI et al., 1993).

Os receptores kappa opioides atuam por dois mecanismos: um dependente
de proteina G e outro independente. No primeiro mecanismo, a ativagao dos
receptores que estdo acoplados a proteina Gi/o, levam a inibicdo da adenilil ciclase
através da subunidade Ga e induz o aumento da conduténcia dos canais de potassio

e reducdo dos canais de calcio por meio da subunidade Gy, hiperpolarizando a
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membrana. Esse processo culmina em uma redugdo da geragdo de potenciais de
acao e na liberacdo de neurotransmissores nos neurdnios. Quando ocorre uma
ativagdo desses receptores por um periodo prolongado, os KORs s&o
dessensibilizados por sua fosforilagdo e recrutamento das 3-arrestinas e, também, por
endocitose. Posteriormente, sdo internalizados e podem retornar a membrana por
desfosforilagdo apdés serem reciclados ou sao degradados por mecanismos
intracelulares (CAHILL et al., 2014; MERCADANTE; ROMUALDI, 2019).

Diante das evidéncias da expressao e da funcdo desses receptores, eles se
tornaram alvo de diversos estudos. Estudos em modelos experimentais de dor crénica
comegaram a reportar um aumento de dinorfina A, um ligante enddgeno dos
receptores kappa, na medula espinhal, que persiste por meses apos a indugao do
modelo de dor (MALAN et al., 2000; RUDA et al., 1988; SCHWEI et al., 1999;
VANDERAH et al., 2000), e um aumento da expressao de dinorfinas no ganglio da
raiz dorsal, uma estrutura-chave no processamento nociceptivo (MIKA et al., 2010).
Da mesma forma, foi demonstrado que a administragdo de dinorfinas em animais
naive promove alodinia por mais de 45 dias (VANDERAH et al., 1996).
Posteriormente, foi estudado o papel da dinorfina utilizando animais knockout para o
gene pro-dinorfina que mesmo apds lesdo do nervo, apresentam auséncia de
comportamentos nociceptivos (PODVIN; YAKSH; HOOK, 2016). De acordo com
esses e outros resultados, foi demonstrado o importante papel dos receptores kappa
opioides na neurocircuitaria da dor (PODVIN; YAKSH; HOOK, 2016).

Estudos com antagonistas de KOR demonstraram efeitos antinociceptivos em
modelos de dores orofaciais (NATION et al., 2018; XIE et al., 2017), a reducéo da
aversao no teste do CPP na dor ténica (NAVRATILOVA et al., 2019a), a reverséo da
perda do DNIC, um fator importante para a cronificacdo da dor (NATION et al., 2018;
PHELPS et al., 2019) e parecem contribuir para o componente negativo da dor
(MASSALY etal., 2019). No entanto, num modelo dor utilizando a injegao de formalina
na pata, ndo foram capazes de alterar o limiar mecanico (WETTSTEIN; GROUHEL,
1996). Possivelmente os efeitos desses farmacos na nocicepgdo dependam da
natureza, localizagdo e intensidade do estimulo empregado (WETTSTEIN;
GROUHEL, 1996).

Além disso, o perfil ansiolitico de antagonistas de KOR ja foi extensivamente
documentado na literatura (BRUCHAS et al., 2007; JACKSON et al., 2010; KNOLL et
al., 2007, 2011; PETERS et al., 2011; ROGALA et al., 2012; SCHANK et al., 2012),
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incluindo em modelos de medo condicionado e ansiedade (MCLAUGHLIN; MARTON-
POPOVICI; CHAVKIN, 2003; NEWTON et al., 2002; SHIRAYAMA et al., 2004), sendo
que, uma das vantagens dessas drogas, € que apresentam atividade ansiolitica
aguda, diferentemente de outros tratamentos classicos como os antidepressivos
(CARLEZON; KRYSTAL, 2016).

Diante dessas evidéncias, o KOR pode ser um potencial alvo para o
tratamento de dores orofaciais e principais comorbidades associadas, como a
ansiedade.

4.4.1 NOR-BNI

O nor-BNI é um antagonista seletivo dos receptores kappa opioides. Essa
droga possui caracteristicas bem particulares, € um antagonista relativamente
potente, que apresenta o inicio dos efeitos apds 2 horas da sua administragao e seu
efeito € mantido por semanas (MUNRO et al., 2012a; URBANO et al., 2014). O
antagonismo dos KOR nos primeiros 30 minutos é insignificante, aumentando
gradualmente até atingir o platd apdés 2 horas quando administrado pela via
subcutdanea (MUNRO et al., 2012a; WETTSTEIN; GROUHEL, 1996). Possui alta
seletividade para os KOR e o antagonismo do efeito do agonista kappa, U50,488H se
mostrou dose-dependente (RUTTEN et al., 2018a). Na dose de 10 mg/kg promoveu
antagonismo quase total dos KOR, segundo Rutten e colaboradores (2018).
Apresenta uma eliminagéao bifasica, tendo uma fase rapida (0,75-4 horas) e uma fase
lenta (4-48 horas). A taxa de eliminagdo no soro € mais rapida do que no cérebro
(KISHIOKA et al., 2013). Varios mecanismos foram propostos para explicar o efeito
prolongado do nor-BNI como por exemplo a ativagdo da quinase N-terminal c-Jun 1,
cascata de proteina quinase ativada por mitogénio e, em consequéncia, inibigcdo da
sinalizagao no receptor kappa, e a presenga de longo prazo do composto (norBNI) no
sistema nervoso central de ratos possivelmente através da sua entrada e retengao
nos lisossomas(BRUCHAS et al., 2007; KISHIOKA et al., 2013; MUNRO et al., 2012b).
Essa droga n&o é utilizada na clinica devido a seu efeito prolongado que dificulta
estudos clinicos e apresenta um risco no caso de efeitos adversos graves (RUTTEN
et al., 2018b; URBANO et al., 2014).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 180-220 g, da mesma
linhagem, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana
(UFPR). Os animais foram mantidos em uma sala com umidade e temperatura
controladas (22 + 2°C), em um ciclo de claro-escuro de 12 horas (7 h-19 h). Agua e
comida foram fornecidas a vontade aos animais durante todos os experimentos. Os
animais foram ambientados no laboratério por, no minimo, 48 horas antes do inicio
dos experimentos. Os testes experimentais foram realizados em salas silenciosas com
temperatura e umidade controladas, durante a fase clara do ciclo dos animais. Todos
os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica para o
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO - UFPR, autorizagéo #1198).

5.2 DROGAS, REAGENTES E SOLUCOES

- Agua para injecéo (Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil)

- Acrilico autopolimerizante liquido (Jet Acrilico autopolimerizante®, Classico

Artigos Odontolégicos Industria Brasileira, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil);

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

- Cloridrato de Quetamina (Quetamina®, Vetnil Industria e Comércio de
Produtos Veterinarios Ltda., Louveira, SP, Brasil) - 50 mg/kg, via i.p;

- Cloridrato de Xilazina (Xilasin®, Syntec Tecnologia Farmacéutica Aplicada a
Medicina Veterinaria, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) - 10 mg/kg, via i.p;

- Halotano (Cristalia, Itapira, SP, Brasil);

- Norbinaltorfimina (nor-BNI) (Tocris®, Bristol, Reino Unido) diluido em agua
para injecao;

- Perdxido de Hidrogénio (Agua oxigenada — Solugdo de Peréxido de
Hidrogénio 3%, Rioquimica Industria Farmacéutica, Sdo José do Rio Preto, SP,

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

Brasil);

5.3 METODOS DE ADMINISTRACAO DE DROGAS

5.3.1 Injecdo na mucosa oral

A injecao na mucosa oral foi realizada de acordo a publicagdo do nosso grupo
(ARAYA et al., 2020). Primeiramente, os animais foram anestesiados com halotano
(4%), posicionados lateralmente na mesa e mantidos com a boca aberta com o auxilio
de materiais cirurgicos. Em seguida, o nor-BNI (2,5 pg, 50 yL) (NATION et al., 2018;
NAVRATILOVA et al., 2019a) ou veiculo (50 yL) foram administrados na mucosa oral

direita com uma agulha de calibre 31G.

5.3.2 Injec&o intraganglionar

Esse procedimento foi realizado de acordo com Neubert e colaboradores
(2005) com pequenas modificagdes (ARAYA et al., 2017, 2020). Os animais foram
submetidos a anestesia com halotano a 4% e posicionados ventralmente. Em seguida,
uma agulha de calibre 27G conectada a uma seringa Hamilton de 25 yL por um cateter
de polietileno, contendo nor-BNI (2,5 ug/10 uL) (NATION et al., 2018; NAVRATILOVA
et al., 2019a) ou veiculo (10 uL) foi utilizada para realizar a injegao intraganglionar. A
agulha foi posicionada com um angulo de aproximadamente 10° relativo a linha média
da cabeca e introduzida pelo canal infraorbital e, posteriormente, através do forame
redondo até atingir o TG. Por fim, a agulha foi cuidadosamente removida e os animais

foram monitorados até a recuperacao da anestesia

5.3.3 Injecdo medular subaracnoide

A injecdo medular subaracndide foi realizada de acordo com Fischer e
colaboradores (2005) com os animais sob anestesia (halotano a 4%) e monitorados
até completa recuperacgdo. Os animais foram posicionados dorsalmente e realizou-se

uma tricotomia da pele na regido cervical superior. Uma agulha de calibre 30G
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conectada a uma seringa Hamilton de 25 uL por um cateter de polietileno foi inserida
cerca de 4 mm abaixo do osso occipital com uma pequena inclinagdo na diregao
craniana. Posteriormente, introduziu-se a agulha por mais 2 mm para perfurar a
membrana atlanto-occipital e atingir o espag¢o subaracnéideo medular. Essa técnica
permite a administracdo de drogas no fluido cérebro-espinhal ao redor do SC. Entao,
o nor-BNI (3 pg, 10 pL) ou veiculo (10 pL) foi injetado na taxa de 20 pL/min (ARAYA
et al., 2017).

5.3.4 Injecao intra-amigdalar

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a implantagéo das
canulas no nucleo CeA (hemisfério direito), para posteriormente realizar a infusdo com
o nor-BNI. Os animais foram anestesiados com quetamina (50 mg/kg) e xilasina (10
mg/kg) e implantou-se uma canula-guia nas seguintes coordenadas: CeA (4.0 mm
mediolateral, -2.0 mm anteroposterior, e 6.0 mm dorsoventral a partir do bregma)
(NATION et al., 2018). As canulas foram implantadas e afixadas no créanio com quatro
parafusos cranianos e resina acrilica autopolimerizavel e um mandril de ago inoxidavel
foi colocado em cada uma das canulas-guia para evitar seu entupimento. Ao término
do procedimento, os animais foram retirados do aparelho estereotaxico, mantidos em
local aquecido e acompanhados até completa recuperacdo. Os testes
comportamentais foram iniciados com, no minimo, 7 dias de intervalo apds a cirurgia
(NONES et al., 2017).

Para a realizagao das infusdes os animais foram contidos, usando um pano
para envolvé-los e receberam o tratamento com nor-BNI (2,5 ug em 0,5 yL) ou veiculo
(0,5 pL) (NATION et al., 2018). A injecao foi realizada com o auxilio de uma canula
injetora dupla de 33G (Plastics One Inc, Roanoke, VA, EUA), com comprimento
adicional de 1 mm em relagdo ao comprimento das canulas para garantir o acesso da
droga no nucleo CeA. O injetor foi acoplado, com auxilio de um cateter de polietileno,
a uma seringa (Hamilton, 25 pL) e a mesma conectada a um injetor (Stoelting Co,
Wood Dale, IL, EUA), o qual foi programado para dispensar a solugao com fluxo de
0,5 uL/min. Apds a injecao, o injetor permaneceu acoplado as canulas por 1 min
adicional, a fim de prevenir o refluxo da mesma pela canula e, na sequéncia, foi
lentamente removido (NATION et al., 2018; NONES et al., 2017).
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Apos o término de todos os experimentos comportamentais, o sitio de
administragcado foi confirmado. Os animais foram anestesiados, perfundidos e foi
realizada a injecdo de azul de metileno na cénula implantada no nucleo CeA.
Posteriormente, foram realizados cortes de 50 ym do cérebro para determinar a
localizagdo do corante (GEAR; LEVINE, 1995). Somente os animais onde o corante
estava presente no nucleo CeA foram incluidos nas analises (PAXINOS; WATSON,
2005).

5.4 MODELOS DE DOR OROFACIAL

5.4 1 Incisédo da mucosa oral

Os animais foram submetidos a incisdo da mucosa oral de acordo com Urata
e colaboradores (2015). Primeiramente, os animais foram anestesiados com cloridrato
de quetamina e de xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.). Apos o
estabelecimento da anestesia, os animais foram posicionados lateralmente e a boca
foi mantida aberta com o auxilio de materiais cirurgicos. Em seguida, foi realizada uma
incisdo na mucosa oral direita de aproximadamente 10 mm de comprimento por 2 mm
de profundidade com ajuda de um bisturi e, posteriormente, foi aplicado um ponto de
sutura no meio da incisdo, utilizando um fio de seda agulhado 4.0. Os animais do
grupo sham receberam a mesma anestesia e foram mantidos durante 1 minuto com a
boca aberta na mesma posi¢ao dos animais incisdo. Ao término da cirurgia os animais

foram monitorados em sala aquecida até sua completa recuperagédo da anestesia.

5.4.2 Constricado do nervo infraorbital (CION)

O método de constricdo do nervo infraorbital a ser empregado foi
desenvolvido por VOS e colaboradores (1994), com algumas modificagdes
(CHICHORRO et al., 2006). Inicialmente os animais foram submetidos a anestesia
com uma mistura de quetamina e xilasina via intraperitoneal (50 e 10 mg/kg,
respectivamente). Apos o estabelecimento da anestesia foi realizada a tricotomia da
regiao direita da face. Em seguida, foi realizada uma incis&o na pele, abaixo do olho
direito do animal, aproximadamente 3 mm posterior a area de insergcao das vibrissas.

A parte rostral do nervo infraorbital foi dissecada e colocaram-se duas amarras frouxas



34

com fio de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso com 2 mm de distancia. Posteriormente,
a sutura da pele foi realizada com o mesmo fio de seda. O grupo sham passou pelo
mesmo procedimento; no entanto, nao foi realizado as amarras no feixe nervoso, de
forma que o feixe foi somente exposto. Apds a cirurgia, o estado geral dos animais foi
observado até a completa recuperagdo da anestesia. Os testes comportamentais

foram realizados no minimo 4 dias apés a CION.

5.5 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO

5.5.1 Hiperalgesia ao calor

Os animais foram contidos utilizando um pano para envolvé-los e, em seguida
uma fonte de calor radiante (50 °C, aproximadamente) foi aproximada da face direita,
com o cuidado para ndo queimar as vibrissas dos ratos, mantendo uma distancia de
1 cm da pele. A retirada da cabega ou movimentos rapidos e consecutivos das
vibrissas foram considerados a laténcia para resposta ao calor. Os animais foram
previamente ambientados com o método de contencgao para evitar o estresse durante
o experimento. Foi utilizado com critério de inclusdo os animais que responderam
entre 9 e 20 s e um tempo de corte de 20 s foi estabelecido para evitar danos aos
tecidos (CHICHORRO et al., 2009).

5.5.2 Hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando filamentos de Von Frey como
estimulo mecanico. Primeiramente, os animais foram colocados individualmente em
caixas de observagdo (30 cm?3) por um periodo de 2 h para a ambientagdo. Esse teste
consiste na aplicacdo 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 face
direita dos animais, proxima a regido de insercdo das vibrissas, sendo que cada
filamento foi aplicado 3 vezes, com um intervalo de 3 segundos entre cada aplicagao.
O limiar de resposta foi considerado quando o estimulo mecanico do filamento evocou,
por duas vezes, comportamentos como retirada rapida da cabeca e reagdes de
ataque/escape (CHICHORRO; ZAMPRONIO; RAE, 2006b). Antes da cirurgia da

CION foi realizada uma pré-selegdo, onde os animais que apresentaram limiar de
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resposta na aplicagcao de qualquer um dos filamentos até 8 g, foram excluidos dos
experimentos. Apds 14 dias da cirurgia, foi observada a presenca de hiperalgesia, isto
€, quando os animais apresentaram uma redugdo significativa do limiar basal de
resposta a estimulagdo mecéanica igual a 8 g. Os animais CION que n&o apresentaram
hiperalgesia, ou seja, que apresentaram limiar mecanico acima de 8 g, foram
excluidos dos experimentos. No dia do teste, apdés a administragdo do nor-BNI foi
avaliado o limiar de resposta aos filamentos de hora em hora, por 5-6 horas e em

alguns casos foi realizada uma medida de 24 e 48 horas.

5.6 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO

5.6.1 Labirinto em cruz elevado

O teste foi inicialmente descrito por Pellow e colaboradores (PELLOW et al.,
1985) sendo um aparato validado para a avaliagdo do comportamento do tipo-ansioso
em ratos e camundongos Walf e Frye (2007). O aparato utilizado é feito de madeira e
fica a 50 cm do chao, sendo constituido por 4 bragos de madeira de tamanho igual, 2
abertos e 2 fechados e no cruzamento entre os bragos ha uma area central de 10 cm?.
Para a realizacao do teste os animais foram colocados individualmente no centro do
aparato por 5 minutos e filmados, sendo que a exposi¢cao ao aparato ocorreu somente
no dia do teste. Os parametros avaliados foram os seguintes: tempo nos bragos
abertos; tempo nos bragos fechados; numero de entradas no brago aberto e nimero
de entradas no bragco fechado. O numero total de entradas foi utilizado como
parametro de locomog&o espontédnea, para assegurar que OS animais nao
apresentavam prejuizo locomotor durante os testes comportamentais. Apds cada
animal ser testado, o aparato foi limpo com uma solugéo de etanol a 10% para retirar
o cheio e residuos dos animais colocados no aparato anteriormente (HOGG, 1996;
WALF; FRYE, 2007).

5.6.2 Transicao claro-escuro
O teste foi realizado em um aparato de madeira com dimensdes totais de

48x24x27 cm, sendo dividido em dois compartimentos de dimensdes iguais (24x24x27

cm). Essa divisao é feita por uma porta (10x10 cm) através da qual os animais podem
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atravessar de um compartimento para o outro: um desses compartimentos € pintado
de preto, ndo iluminado; e o outro é pintado de branco e iluminado a 300 lux. Durante
o teste, os ratos foram colocados no lado claro com a face voltada para a porta que
separa os dois compartimentos. Apos a primeira transicdo para o compartimento
escuro da caixa, iniciou-se o registro do comportamento do animal por um periodo de
5 minutos. Foram quantificados o tempo total gasto no compartimento claro e escuro,
sendo que o tempo gasto no compartimento claro € considerado uma medida de
comportamento do tipo ansioso. Portanto, maior tempo de permanéncia no
compartimento claro em comparagéo com os animais do grupo controle, indica menor
presenga de comportamento tipo-ansioso dos animais. A caixa claro-escuro foi limpa
com uma solugéo de etanol a 10% antes de cada teste comportamental (CRAWLEY;
GOODWIN, 1980).

5.7 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Este trabalho foi dividido em duas partes, na primeira parte (correspondente
ao experimento 1) foi realizado um estudo preliminar a fim de avaliar se o nor-BNI teria
efeitos na nocicepcdo em modelo de dor orofacial. Para tanto, foi realizado o
tratamento com nor-BNlI em modelo de incisdo da mucosa oral, um modelo de dor
aguda poés-operatoria orofacial.

Na segunda parte do estudo (correspondente aos experimentos 2 a 5), foi
avaliado o efeito do nor-BNI na dor neuropatica, utilizando a CION, um modelo para o
estudo da neuralgia do trigémeo. Nesta parte, aprofundamos o estudo dos efeitos do
antagonista de KOR investigando seu efeito local, central e sistémico na nocicepgéo
através da administragao do nor-BNI no TG, SC, nucleo CeA e pela via intraperitoneal.
Ressaltando o tratamento sistémico que em termos translacionais € extremamente
relevante. Além disso, como os transtornos de ansiedade sao comorbidades
frequentes na neuralgia do trigémeo, as administragdes de nor-BNI que poderiam
afetar estruturas relacionadas na modulagdo da ansiedade como a injecédo no TG,
nucleo CeA e intraperitoneal também foi avaliado o comportamento tipo-ansioso dos
animais no modelo da CION.

Em cada protocolo experimental foram utilizados grupos independentes de
animais e eles foram randomizados através de um método aleatério simples para os

grupos de tratamento, de acordo com a hiperalgesia ao calor ou mecanica apds a
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incisao ou CION. A indugao dos modelos de dor orofacial foi realizada apoés a selecéo,

através da CION ou inciséo.

5.7.1 Experimento 1 — Avaliagao temporal do tratamento com nor-BNI na

hiperalgesia térmica e mecanica na dor pos operatdria

Para investigar o efeito do tratamento com nor-BNI na dor pds operatoria
orofacial, realizou-se a avaliagao do limiar basal da hiperalgesia mecanica ou térmica
dos animais (grupos independentes), conforme demonstrado na FIGURA 1.
Sequencialmente, foi realizado o procedimento da incisdo ou sham e apés 3 dias, os
animais foram tratados com nor-BNI (3 pg) ou veiculo administrados na mucosa oral.
Por fim, a hiperalgesia mecanica ou térmica foi avaliada a cada hora por 6 horas e 24

e 48 horas depois.

FIGURA 1 — PROTOCOLO DO EXPERIMENTO 1

Incisdo Hiperalgesia

A — 4 Nor-BNI (3 ug) Hiperalgesia mecanica
Selegdo m
C ou sham etc,anl.ca Ou . ou veiculo — ou térmica
ermica (mucosa) (1,2,3,4,5,6, 24 e 48h)

Dia 0 (basal)
Dia 3

FONTE: O autor (2020).

5.7.2 Experimento 2 - Avaliagédo temporal do efeito do nor-BNI administrado no
ganglio do trigémeo na hiperalgesia mecanica induzida por CION

Passados 14 dias da CION, realizou-se a avaliagdo da hiperalgesia mecanica
antes e em intervalos de 1 hora apdés o tratamento dos animais com nor-BNI na dose
de 2,5 pg (NATION et al., 2018; NAVRATILOVA et al., 2019b) ou veiculo pela via
intraganglionar. Um dia depois, o comportamento tipo-ansioso foi avaliado com o teste

do labirinto em cruz elevado

FIGURA 2 - PROTOCOLO DO EXPERIMENTO 2

~ CION Hiperalgesia Nor-BNI (2,5 pg) Hiperalgesia Labirinto em
Selecdo = —_ mecanica —> ou veiculo — mecanica — B cruz elevado
. Dia 0 (basal) Intraganglionar (1,2, 3,4e5h)
Dia -1 Dia 15

Dia 14

FONTE: O autor (2020).
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5.7.3 Experimento 3 - Avaliagdo temporal do efeito do nor-BNI administrado no
subnucleo caudalis na hiperalgesia mecanica e no comportamento do tipo-

ansioso induzido por CION

Passados 14 dias da CION, os animais foram submetidos a avaliacdo da
hiperalgesia mecanica (basal) e, em seguida, tratados com nor-BNI ou veiculo no SC.
A hiperalgesia mecéanica foi avaliada por 6 horas, conforme demonstrado na FIGURA
43. Um dia depois, foi realizada uma nova medida e, em seguida, o comportamento

tipo-ansioso foi avaliado com o teste do labirinto em cruz elevado.

FIGURA 3 - PROTOCOLO DO EXPERIMENTO 3

Hiperalgesia Nor-BNI (3 pg) Hiperalgesia Hiperalgesia __,  Labirinto em
— mecanica —. ou veiculo — mecanica P mecanica cruz elevado
Dia 0 (basal) Subaracnéide (1,2, 3,4,5¢e6h)

Dia 14

Selegao CION
—_—

Dia -1 Dia 15

FONTE: O autor (2020).
Como néo foi observado diferenga entre os grupos CION e Sham no teste do
LCE (dados nao apresentados), possivelmente porque a injegdo no SC junto com a
avaliacdo por 6 horas da hiperalgesia mecanica tenha sido ansiogénica para os
animais, foi realizado um grupo independente para a avaliagdo do comportamento
tipo-ansioso. Neste experimento, a hiperalgesia mecanica foi avaliada uma vez no dia

14 e no dia 15 os animais foram submetidos ao teste do LCE.

5.7.4 Experimento 4 - Avaliagdo temporal do efeito do nor-BNI na amigdala na
hiperalgesia mecéanica e no comportamento do tipo-ansioso induzido por
CION

Nesse experimento, 12 dias antes da CION foi realizada a cirurgia para
implantacdo da canula, e no dia 14 apés a CION veiculo ou nor-BNI foram
administrados na amigdala na dose de 2,5 ug (NATION et al., 2018; NAVRATILOVA
et al., 2019b). A hiperalgesia mecanica foi avaliada por 6 horas, conforme
demonstrado na FIGURA 4. Um dia depois, foi realizada uma nova medida e, em
seguida, o comportamento tipo-ansioso foi avaliado com o teste do labirinto em cruz

elevado.
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Para verificar se os animais nao desenvolveram hiperalgesia devido a cirurgia
para implantacdo da canula, antes da CION foi realizada uma avaliacédo do limiar

mecanico.

FIGURA 4 - PROTOCOLO DO EXPERIMENTO 4

Implantagdo Limiar CION Hiperalgesia Nor-BNI (2,5 pg) Hiperalgesia Hiperalgesia ~___ Labirinto em Hiperalgesia

Selegéo . e 2 i
6 —  dacénula = mecanico — —  mecanica — ou veiculo — mecanica —  mecanica cruzelevado ~ —>  mecanica

Intra-amigdalar (1,2,3,4,5e6h)
Dia 14

FONTE: O autor (2020).
Como néo foi observado diferenga entre os grupos CION e Sham no teste do

L= Dia-12 Dia -1 Dia 0 (basal) Dia 15 Dia 16

LCE (dados nao apresentados), possivelmente porque a cirurgia da implantagao da
canula juntamente com a injegcdo CeA e a avaliagdo por 6 horas da hiperalgesia
mecéanica tenha sido ansiogénica para os animais, foi realizado um grupo
independente para a avaliagdo do comportamento tipo-ansioso. Neste experimento, a
hiperalgesia mecanica foi avaliada uma vez no dia 14 e no dia 15 os animais foram

submetidos ao teste do LCE.

5.7.5 Experimento 5 - Avaliagao temporal do tratamento sistémico com nor-BNI na
hiperalgesia mecéanica e no comportamento do tipo-ansioso induzido por
CION

Por fim, o efeito do tratamento sistémico com nor-BNI nas doses de 3 mg/kg
(NATION et al., 2018; XIE et al., 2017) e 10 mg/kg (BRUCHAS et al., 2007; GREEN
et al., 2005; MUNRO et al., 2012a; TEJEDA et al., 2015; WANG et al., 2016; XU, 2004;
ZHANG et al., 2005) ou veiculo foi investigado na hiperalgesia mecanica induzida por
CION de 1 a 6 horas ap6s o tratamento. Apos 24 horas, foi realizado uma nova medida
do limiar mecanico, seguido do LCE elevado e do TCE. 48 horas apds o tratamento,

a ultima medida da hiperalgesia mecanica foi realizada conforme a FIGURA 5.

FIGURA 5 - PROTOCOLO DO EXPERIMENTO 5

i Hiperalgesia Nor-BNI (3 e 10 mg/kg) Hiperalgesia
Selegéo —jcoNnpg__ mecanica — ou veiculo —_ mecanica A
(basal) Intraperitoneal (1,2,3 4 ,5e6h)

Hiperalgesia Labirinto em Transigéo Hiperalgesia
mecéanica — cruz elevado claro-escuro  —> mecanica
Dia 0

Dia -1 Dia 15 Dia 16

Dia 14

FONTE: O autor (2020).
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o software Graph-Pad Prism 7. Todos
os dados experimentais foram avaliados quanto a sua distribuicdo se simétrica ou
assimétrica usando o teste de normalidade de D’Agostino & Pearson. Os dados
obtidos na avaligdo da hiperalgesia mecanica e térmica foram analisados por analise
de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas enquanto os resultados da
avaliacado do comportamento do tipo ansioso foram analisados por ANOVA de uma
via. Para a analise post hoc foi utilizado o teste de Bonferroni. Os resultados foram
reportados como média * Erro Padrao da Média (EPM). As diferencas entre os grupos

foram consideradas significantes quando p < 0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI
ADMINISTRADO NA MUCOSA ORAL NA HIPERALGESIA TERMICA E
MECANICA NA DOR POS-OPERATORIA

A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo dos fatores grupo
experimental [F (2, 13) = 53,46, P < 0,0001], tempo [F (9, 117) = 34,5, P<0,0001] e
interacdo entre esses dois fatores [F (18, 117) = 5,01, P<0,0001] na laténcia para
resposta ao calor dos animais. Como pode ser observado na FIGURA 6A, a andlise
post hoc de Bonferroni mostrou que a incisdo da mucosa oral foi capaz de promover
hiperalgesia térmica (ao calor) no 3° e 4° dia apds a cirurgia se comparado com o
grupo sham (P < 0,05). O tratamento com nor-BNI (2,5 ug), em animais com dor pos-
operatoria, reduziu a hiperalgesia térmica de 1 até 6 horas apds sua administragao (P
< 0,05) em relagdo ao grupo incisao-veiculo. Com relagdo ao estimulo mecénico
(FIGURA 6B), a ANOVA de duas vias mostrou efeito dos fatores grupo experimental
[F (2,20) = 48,2, P<0,0001], tempo [F (7,140) = 25,03, P<0,0001] e interacao entre
esses dois fatores [F (14,140) = 10,34, P<0,0001]. O teste post hoc de Bonferroni
mostrou hiperalgesia mecéanica 3 dias apds a cirurgia (1-6 horas), em comparagao
com o grupo sham (P < 0,05) sendo que o tratamento com nor-BNI reverteu esse
efeito de 1 a 5 horas ap6s a sua administracao (P < 0,05).
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FIGURA 6 - DECURSO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO NA MUCOSA ORAL
NA HIPERALGESIA TERMICA (PAINEL A) E MECANICA (PAINEL B) NO MODELO DE INCISAO. A
laténcia para resposta ao calor e o limiar mecéanico foram avaliados antes (basal) e 3 dias apés a incisdo
da mucosa. Apds a injecao de nor-BNI ou veiculo na mucosa oral e a hiperalgesia térmica foi avaliada
por 6 horas com intervalos de 1 hora e, novamente, 24 e 48 horas apds os tratamentos. O limiar
mecanico foi avaliado por 6 horas, com intervalos de 1 hora, apds os tratamentos. Os valores
representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni
(n=5-8/grupo). *P<0,05 em relagdo ao grupo sham e #P<0,05 em relagdo ao grupo incisdo + veiculo.

6.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI
ADMINISTRADO NO TG NA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR
CION

A ANOVA de duas vias mostrou efeito dos fatores grupo experimental [F (2,

23) =53,36, P <0,0001], tempo [F (7, 161) = 49,11, P <0,0001] e interagao [F (14, 161)

=10,58, P <0,0001] no limiar mecéanico dos animais, conforme pode ser observado na
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FIGURA 7. O teste post hoc de Bonferroni mostrou que o CION ocasiona reducgao do
limiar mecanico em comparagao com o grupo sham (P < 0,05) e a administragao de
nor-BNI (2,5 pg) no TG aumentou o limiar mecanico de 2 até 4 horas apos o tratamento
(P < 0,05). A ANOVA de uma via demonstrou efeito do grupo experimental no teste
do LCE no tempo de permanéncia nos bragos abertos [F (2, 19) = 4.671, P=0.0224,
FIGURA 8A], e nos bragos fechados [F (2, 19) = 5.387, P=0.0140; FIGURA 8B], mas
nao no numero de entradas nos bragos abertos [F (2, 20) = 2.04, P>0,05,FIGURA 8C]
e fechados [F (2, 19) = 0.7458, P>0,05, FIGURA 8D]. O teste post hoc de Bonferroni
revelou que a administracdo de nor-BNI (2,5 ug) intraganglionar ndo promoveu
mudancgas no teste comportamental dos animais se comparado ao grupo CION em
nenhum dos parédmetros analisados (FIGURA 8). Enquanto o grupo CION apresentou
uma reducdo no tempo nos bragos abertos, se comparado com o sham (P<0,05), i.e.,
houve um aumento no comportamento tipo-ansioso. Os animais ndo apresentaram
prejuizo locomotor visto que o numero total de entradas n&o diferiu entre os grupos

(dados né&o apresentados) (P>0,05).

-O- Sham + Veiculo
4 CION + Veiculo
- CION + Nor-BNI 2.5 ug
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FIGURA 7 - DECURSO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO NO TG NA
HIPERALGESIA MECANICA PROMOVIDA PELO CION. O limiar mecanico foi avaliado antes (basal)
e 14 dias apés a CION. Foi realizada a injecdo de nor-BNI ou veiculo no TG e o limiar mecénico foi
avaliado por um periodo de 5 horas com intervalos de 1 hora, apés os tratamentos. Os valores
representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni
(n=6-11/grupo). *P<0,05 em relagado ao grupo Sham + Veiculo e #P<0,05 em relagao ao grupo CION +
Veiculo
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FIGURA 8 - EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO NO TG SOBRE O COMPORTAMENTO DO TIPO-
ANSIOSO APOS CION. O comportamento do tipo-ansioso foi avaliado utilizando o labirinto em cruz
elevado, 15 dias apds a CION. A injecdo de nor-BNI ou veiculo no TG foi realizada 24 horas antes (dia
14). Os painéis mostram o tempo em segundos que o animal permanece no brago aberto (painel A); o
tempo em segundos que o animal permanece no brago fechado (painel B); o niumero de entradas que
o animal realiza no brago aberto (painel C) e o niumero de entradas que o animal realiza no brago
fechado (painel D). Os valores representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de uma via
seguida de teste de Bonferroni (n=7-8/grupo). *P<0,05 em relagéo ao grupo Sham + Veiculo.

6.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI
ADMINISTRADO VIA SUBARACNOIDE NA HIPERALGENSIA MECANICA E
NO COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO INDUZIDO POR CION

Como observado na FIGURA 9, a ANOVA de duas vias mostrou efeito
significativo dos fatores grupo experimental [F (2,21) = 210,7, P<0,0001, tempo [F (8,
168) = 162,3, P<0,0001] e interagao [F (16, 168) = 36,5, P<0,0001] no limiar mecanico
dos animais. O teste post hoc de Bonferroni mostrou que a cirurgia CION foi capaz de
promover hiperalgesia mecéanica em todas as medidas, quando comparado com 0s
animais do grupo sham (P<0,05). Entretanto, o tratamento com nor-BNI na dose de 3
Mg subaracnoide ndo modificou o limiar mecéanico (P>0,05).

Em outro grupo de animais, como observado na FIGURA 10, a ANOVA de

duas vias mostrou o efeito dos fatores grupo experimental [F (2, 13) = 19,44, P =
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0,0001], tempo [F (1, 13) = 247,7, P < 0,0001] e interagéo [F (2, 13) = 19,44, P =
0,0001]. Foi confirmando o desenvolvimento de hiperalgesia 14 dias apds a cirurgia
nos grupos CION, se comparado com o sham (P<0,05), através do teste post hoc de
Bonferroni. A ANOVA de uma via demonstrou efeito do grupo experimental no teste
do LCE no tempo de permanéncia nos bragos abertos [F (2, 13) = 6,411, P = 0,0116,
FIGURA 11A], mas nao nos bragos fechados [F (2, 13) = 1,382, P > 0,05; FIGURA
11B], numero de entradas nos bragos abertos [F (2, 13) = 4,063, P=0,0426, FIGURA
11C] e fechados [F (2, 13) = 0,7177, P=0,5062, FIGURA 11D]. O teste post hoc de
Bonferroni revelou que a administragdo de nor-BNI (3 pg) subaracndéide nao promoveu
mudancgas no teste comportamental dos animais se comparado ao grupo CION em
nenhum dos parametros analisados, (FIGURA 11). Enquanto o grupo CION
apresentou uma redug¢do no tempo nos bragos abertos, se comparado com o sham
(P<0,05).. Os animais nao apresentaram prejuizo locomotor visto que o numero total

de entradas nao diferiu entre os grupos (dados nao apresentados) (P>0,05).

O~ Sham + Veiculo
- CION + Veiculo

- CION + Nor-BNI 3 ug

Limiar mecanico (g)

FIGURA 9 - DECURSO TEMPORAL DO EFEITO DE NOR-BNI ADMINISTRADO VIA
SUBARACNOIDE NA HIPERALGESIA MECANICA PROMOVIDA PELA CION. O limiar mecanico foi
avaliado antes (basal) e 14 dias ap6s a CION. Foi realizada a injegéo nor-BNI ou veiculo no SC e o
limiar mecanico foi avaliado por um periodo de 6 horas com intervalos de 1 hora e, novamente, 24
horas, apds os tratamentos. Os valores representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de
duas vias seguida de teste de Bonferroni (n=7-9/grupo). *P<0,05 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo.
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FIGURA 10 - VERIFICACAO DA HIPERALGESIA MECANICA APOS CION. O limiar mecanico foi
avaliado antes e 14 dias apds a CION. Os valores representam média + E.P.M, analisados utilizando
ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni (n=5-6/grupo). *P<0,05 em relagao ao grupo Sham
+ Veiculo.
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FIGURA 11 — EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO VIA SUBARACNOIDE SOBRE O
COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO APOS CION. O comportamento do tipo-ansioso foi avaliado
utilizando o labirinto em cruz elevado, 15 dias apés a CION. Sendo que a inje¢cao de nor-BNI ou veiculo
via subaracnéide foi realizada 24 horas antes (dia 14). Os painéis mostram o tempo em segundos que
0 animal permanece no bracgo aberto (painel A); o tempo em segundos que o animal permanece no
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brago fechado (painel B); o numero de entradas que o animal realiza no brago aberto (painel C) e o
numero de entradas que o animal realiza no brago fechado (painel D). Os valores representam média
+ E.P.M, analisados utilizando ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni (n=5-6/grupo).
*P<0,05 em relagao ao grupo Sham + Veiculo.

6.4 EXPERIMENTO 4 — AVALIACAO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI NO
NUCLEO CEA NA HIPERALGESIA MECANICA E NO COMPORTAMENTO
TIPO-ANSIOSO INDUZIDA POR CION

A ANOVA de duas vias mostrou efeito dos fatores grupo experimental [F (2,
17) = 34,05, P < 0,0001], tempo [F (10,170) = 19,51, P < 0,0001] e interagao [F (20,
170) = 4,761, P < 0,0001] no limiar mecéanico dos animais, conforme FIGURA 12. O
teste post hoc de Bonferroni mostrou o desenvolvimento de hiperalgesia no grupo
CION, 14 dias apds a cirurgia quando comparado com o sham (P<0,05). O tratamento
como nor-BNI na CeA, reverteu a hiperalgesia de 4 a 6 horas, com uma duragao do
efeito antinociceptivo (2 horas), quando comparado com o grupo CION (P<0,05),
verificado pelo teste post hoc de Bonferroni.

Foi realizado um grupo independente para a avaliagdo do comportamento
tipo-ansioso. A ANOVA de duas vias mostrou efeito dos fatores grupo experimental [F
(2, 23) = 2,272, P=0,1258] e tempo [F (1, 23) = 47,62, P<0,0001], mas nao no fator
interacdo [F (2, 23) = 8,163, P=0,0021] no limiar mecanico dos animais, conforme
FIGURA 13. O teste post hoc de Bonferroni mostrou o desenvolvimento de
hiperalgesia mecanica no grupo CION, comparado com o sham (P<0,05). Foi
observado o efeito do grupo experimental no teste do LCE no tempo de permanéncia
nos bragos abertos [F (2, 20) = 5,9, P=0.0097, FIGURA 14A], mas ndo nos bragos
fechados [F (2, 21) = 2,19, P=0,1369, FIGURA 14B], numero de entradas nos bracos
abertos [F (2, 21) = 3,203; P=0,0611, FIGURA 14C] e fechados F (2, 21) = 0,5922,
P=0.5621, FIGURA 14D], através da ANOVA de uma via. O teste post hoc de
Bonferroni revelou que ocorreu uma reducgido no tempo de permanéncia dos animais
nos bragos abertos no grupo CION se comparado ao Sham (P<0,05). O tratamento
com nor-BNI no nucleo CeA nido promoveu uma redugcdo do comportamento tipo-
ansioso (P>0,05). Nos outros parametros analisados, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos (P>0,05), assim como no numero total de entradas (dados

nao apresentados) (P>0,05).
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FIGURA 12 — DECURSO TEMPORAL DO EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO NO NUCLEO CEA
NA HIPERALGESIA MECANICA PROMOVIDA PELA CION. O limiar mecanico foi avaliado antes e 14
dias apés a CION. Apds a injecado de nor-BNI ou veiculo na CeA direita, o limiar mecénico foi avaliado
por um periodo de 6 horas com intervalos de 1 hora, e, novamente, 24 e 48 horas apds os tratamentos.
Os valores representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de duas vias seguida de teste
de Bonferroni (n=5-9/grupo). *P<0,05 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo e *P<0,05 em relagéo ao

grupo CION + Veiculo.
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FIGURA 13 - VERIFICACAO DA HIPERALGESIA MECANICA APOS CION. O limiar mecanico foi
avaliado antes (basal) e 14 dias ap6s o CION. Os valores representam média + E.P.M, analisados
utilizando ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni (n=6-10/grupo). *P<0,05 em relagdo ao

grupo Sham + Veiculo.
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FIGURA 14 — EFEITO DO TRATAMENTO INTRA-AMIGDALAR COM NOR-BNI SOBRE O
COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO APOS CION. O comportamento do tipo-ansioso foi avaliado
utilizando o labirinto em cruz elevado, 15 dias apds a CION. Sendo que a inje¢cao de nor-BNI ou veiculo
na CeA direita foi realizada 24 horas antes (dia 14). Os painéis mostram o tempo em segundos que o
animal permanece no brago aberto (painel A); o tempo em segundos que o animal permanece no brago
fechado (painel B); o nimero de entradas que o animal realiza no brago aberto (painel C) e o nimero
de entradas que o animal realiza no brago fechado (painel D). Os valores representam média + E.P.M,
analisados utilizando ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni (n=6-7/grupo). *P<0,05 em
relagcdo ao grupo Sham + Veiculo.

6.5 EXPERIMENTO 5 - AVALIACAO TEMPORAL DO TRATAMENTO SISTEMICO
COM NOR-BNI NA HIPERALGESIA MECANICA E NO COMPORTAMENTO
TIPO-ANSIOSO INDUZIDO POR CION

A ANOVA de duas vias mostrou efeito dos fatores grupo experimental [F (3,36)
= 99,74, P<0,0001], tempo [F (9, 324) = 91,04, P<0,0001] e interagéo [F (27, 324) =
13,12, P<0,0001] no limiar mecanico dos animais, conforme FIGURA 15. Os animais
apresentaram uma redugao do limiar mecanico nos dias 14, 15 e 16 depois da cirurgia,
se comparado com o grupo sham (P<0,05), verificado pelo teste post hoc de
Bonferroni. O tratamento com nor-BNI 10 mg/kg sistémico foi capaz de produzir efeito

antinociceptivo de 1 a 4 horas, quando comparado com o grupo CION (P<0,05).
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Contudo, na menor dose de nor-BNI (3 mg/kg) esse efeito ndo foi observado em
nenhum dos tempos avaliados (P>0,05).

A ANOVA de uma via demonstrou efeito do grupo experimental no teste do
LCE no tempo de permanéncia e numero de entradas nos bragos abertos [F (3, 37) =
5,886, P < 0,0001, FIGURA 16A; F (3, 35) = 0,9035, P < 0,0048, FIGURA 15C,
respectivamente] e no tempo nos bragos fechados [F (3, 35) = 1,925, P < 0,0001,
FIGURA 155B] mas ndo no numero de entradas nos bragos abertos [F (2, 13) =
0,7177, P=0,5062, FIGURA 16D]. O teste post hoc de Bonferroni revelou que os
animais CION apresentaram comportamento do tipo-ansioso, visto que ocorreu uma
reducao do tempo e numero de entradas nos bragos abertos e um aumento no tempo
nos bracgos fechados, comparando-se com o grupo Sham (P<0,05). Na dose de 3
mg/kg, o tratamento com nor-BNI promoveu uma redugdo no comportamento tipo-
ansioso pelo aumento no tempo e niumero de entradas nos bragos abertos e uma
reducao no tempo nos bragos fechados (P<0,05). Da mesma forma, na dose de 10
mg/kg foi observado um aumento no tempo nos bragos abertos e uma redugéo no
tempo nos bragos fechados (P<0,05). O numero total de entradas ndo apresentou
diferencga significativa entre os grupos analisados (P>0,05).

No teste do TCE, observou-se o efeito do grupo experimental através da
ANOVA de uma via [3.43 (3, 37) = 3,43, P<0,0001,FIGURA 17]. Foi verificado um
aumento no comportamento do tipo-ansioso no grupo CION, dado que os animais
tiveram um aumento no tempo no compartimento claro se comparado com o grupo
sham (P<0,05), analisado pelo teste pos hoc de Bonferroni. No entanto, somente no
grupo nor-BNlI 3 mg/kg houve um aumento no tempo de permanéncia no

compartimento claro (P<0,05), i.e., redugdo no comportamento do tipo-ansioso.
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FIGURA 15 - DECURSO TEMPORAL DO NOR-BNI ADMINISTRADO PELA VIA INTRAPERITONEAL
NA HIPERALGESIA MECANICA PROMOVIDA PELA CION. O limiar mecanico foi avaliado antes
(basal) e 14 dias apds a CION. Apés a injecédo de nor-BNI ou veiculo intraperitoneal, o limiar mecanico
foi avaliado por um periodo de 6 horas com intervalos de 1 hora, e, novamente, 24 e 48 horas apés os
tratamentos. Os valores representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de duas vias
seguida de teste de Bonferroni (n=10-11/grupo). *P<0,05 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo e
#P<0,05 em relagéo ao grupo CION + Veiculo.
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FIGURA 16 — EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO PELA VIA INTRAPERITONEAL SOBRE O
COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO ATRAVES DO LCE APOS CION. O comportamento do tipo-
ansioso foi avaliado utilizando o labirinto em cruz elevado, 15 dias apés a CION. Sendo que a injegao
de nor-BNI ou veiculo intraperitoneal foi realizada 24 horas antes (dia 14). Os painéis mostram o tempo
em segundos que o animal permanece no brago aberto (painel A); o tempo em segundos que o animal
permanece no brago fechado (painel B); o nUmero de entradas que o animal realiza no brago aberto
(painel C) e o numero de entradas que o animal realiza no brago fechado (painel D). Os valores
representam média + E.P.M, analisados utilizando ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni
(n=10-11/grupo). *P<0,05 em relagdo ao grupo Sham + Veiculo e *P<0,05 em relagdo ao grupo CION
+ Veiculo.
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FIGURA 17 — EFEITO DO NOR-BNI ADMINISTRADO PELA VIA INTRAPERITONEAL SOBRE O
COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO ATRAVES DO TCE APOS CION. O comportamento do tipo-
ansioso foi avaliado utilizando o teste de transi¢céo claro-escuro, 15 dias apds a CION. A inje¢ao de nor-
BNI ou veiculo intraperitoneal foi realizada 24 horas antes (dia 14). Os valores representam média +
E.P.M, analisados utilizando ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni (n=10-11/grupo).
*P<0,05 em relagéo ao grupo Sham + Veiculo e #P<0,05 em relagdo ao grupo CION + Veiculo.]

TABELA 1 - RESUMO DOS RESULTADOS DO EFEITO DO TRATAMENTO COM NOR-BNI

MODELO VIA DE HIPERALGESIA | HIPERALGESIA | COMPORTAMENTO
ADMINISTRACAO TERMICA MECANICA TIPO-ANSIOSO
Incisdo Admlnlstragao Antinociceptivo Antinociceptivo Nao avaliado
intramucosa
.Admlnlstrgg:ao N&o avaliado Antinociceptivo Sem efeito
intraganglionar
Adm|n|stre!(.;ao N&o avaliado Sem efeito Sem efeito
subaracnoide
CION Administragao intra-
. ¢ Nao avaliado Antinociceptivo Sem efeito
amigdalar
Administracéo N0 avaliado Antinociceptivo Ansiolitico
intraperitoneal (10 mg/kg) (3 e 10 mg/kg)
7 DISCUSSAO

A primeira parte deste estudo buscou avaliar os efeitos do tratamento agudo

com nor-BNI no modelo animal de dor pds-operatéria induzida por incisdo na mucosa

intraoral de ratos. Os resultados mostraram que o tratamento com nor-BNI (mucosa

oral) foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecanica e térmica por 5 e 6 horas,

respectivamente. Ja na segunda parte, o objetivo foi investigar o efeito local, central e
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sistémico do antagonista de KOR na nocicepgdo em modelo animal da neuralgia do
trigémeo. Para isso, os animais foram tratados com o nor-BNI no TG, no SC, no nucleo
CeA e administrado pela via intraperitoneal. Ademais, o efeito do nor-BNI sobre o
comportamento tipo-ansioso foi avaliado nas administragcées no SC, nucleo CeA e i.p.
Nossos dados mostraram que animais submetidos a CION e tratados com o nor-BNI
no TG e no nucleo CeA, mas ndo no SC, apresentaram efeito antinociceptivo, sem
alteracao no comportamento do tipo ansioso (SC e nucleo CeA). Por fim, foi observado
que o tratamento sistémico com nor-BNI, somente na maior dose (10 mg/kg) reduziu
a hiperalgesia mecanica dos animais. De modo interessante, com a administragéo
sistémica de nor-BNI observamos um efeito do tipo ansiolitico quando animais foram
avaliados nos testes do LCE e TCE.

Como ja reportado por experimentos do nosso laboratorio (ARAYA et al.,
2020b), a incisdo da mucosa oral promoveu hiperalgesia térmica e mecénica cerca de
36-48 horas apos a cirurgia. O tratamento com nor-BNI foi capaz de reverter esses
parametros por 4 a 5 horas, demonstrando um efeito antinociceptivo mais prolongado
se comparado com a morfina (0,5-1h) no mesmo modelo animal (ARAYA et al., 2020).

Temos conhecimento de apenas um artigo na literatura utilizando drogas que
atuam nos receptores kappa opioides na dor pés-cirurgica orofacial. A enadolina, um
agonista de KOR, foi administrada apds extracao de dentes molares em homens e
nao foi observado efeito analgésico, mesmo apos administracdo de altas doses
(PANDE et al., 1996b). Em modelo de incisdo na pata foi reportado que o nor-BNI
sistémico, bem como um inibidor de KOR desenvolvido mais recentemente, o
LY2456302 i.t., precipitaram a hiperalgesia apds a recuperagdo do comportamento
nociceptivo (CAMPILLO et al., 2011; CUSTODIO-PATSEY et al., 2020). Por outro
lado, agonistas de KOR restritos a periferia reduziram a hiperalgesia mecanica
(SNYDER et al., 2018). A transigdo da dor aguda para crénica parece envolver uma
reducao nos niveis de dopamina no sistema limbico e sugere-se o bloqueio do sistema
kappa opioide esteja envolvido no processo de cronificagdo da dor (VERGARA et al.,
2020). O nor-BNI pode estar atuando na cronificacdo da dor, além de diminuir a dor
aguda como demonstrado nos nossos resultados, e pode ter efeitos deletérios quando
administrado apdés a redugédo da hiperalgesia. No entanto, esses estudos foram
realizados em modelos de dor que n&o afetam o sistema trigeminal. Sdo necessarios

mais estudos para elucidar esses efeitos na dor orofacial.
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Apesar de nao avaliarmos o efeito do nor-BNI na ansiedade associada a dor
pos-operatoria, nosso grupo ja demonstrou a presenga de comportamento do tipo
ansioso neste modelo (ARAYA et al., 2020). Além disso, é valido mencionar que o
bloqueio dos KORs pode ser benéfico na prevengao da ansiedade associada com
procedimentos cirurgicos e no estresse que pode promover o desenvolvimento da dor
cronica poés-cirurgica (NAVRATILOVA et al., 2019b). Portanto, o efeito do nor-BNI na
ansiedade associada a procedimentos cirurgicos orofaciais € um aspecto relevante e
que ainda precisa ser investigado.

O modelo de neuralgia do trigémeo que utilizamos na segunda parte do estudo,
foi a CION que apresenta caracteristicas similares as encontradas na clinica, tal como
a hiperalgesia mecanica (YOUNIS et al.,, 2016). Quando submetidos a este
procedimento, os animais apresentam hiperalgesia mecéanica ipsilateral em um
periodo entre 9 e 120 dias apds a cirurgia (CHICHORRO, 2006). De fato, em todos os
experimentos foi observado hiperalgesia mecanica nos animais de 14 a 16 dias apos
a CION. Os KOR sdo encontrados em diversas estruturas importantes no
processamento nociceptivo, dentre essas o TG (Bl et al., 2003). O nor-BNI promoveu
efeito antinociceptivo no TG de 2 a 4 horas no 14° dia apds a CION. Contrariamente,
o efeito antinociceptivo dose-dependente local foi observado com um agonista de
KOR, o0 U50,488, apds a injegao de formalina na articulagdo temporomandibular em
ratos (CLEMENTE et al.,, 2004). Além disso, o nor-BNI somente foi utilizado em
associacdao com o U50,488, no qual foi observado um bloqueio parcial do efeito do
U50,488 na nocicepgao (CLEMENTE et al., 2004). Dessa forma mais estudos sao
necessarios para determinar o papel dos KOR no TG.

O tratamento com nor-BNI (3 pg) pela via subaracnoide a fim de atingir o SC,
uma estrutura-chave do processamento nociceptivo, ndo modificou o limiar mecanico
do grupo CION nesse estudo. Estudos prévios do nosso grupo investigaram o papel
da dinorfina A no SC (LUIZ et al., 2015) e reforcam os dados obtidos nesse estudo.
Foi verificado que a dinorfina A produzia hiperalgesia térmica e mecénica e,
corroborando nossos resultados, o tratamento com nor-BNI via subaracnoide nao
alterava o limiar mecanico desses animais. Além disso, para avaliar a ativagéao
neuronal no sistema trigeminal na dor aguda temporomandibular, utilizaram a
marcacgao para células C-Fos. Assim, verificaram que o agonista de KOR, o U-50,488
nao foi capaz de reduzir a ativagao de células positivas para C-Fos, presentes no SC
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(BEREITER, 2001). Portanto, o SC nao parece estar envolvido na antinocicepg¢ao
observada com o nor-BNI sistémico.

O comportamento do tipo-ansioso, assim como na clinica, ja foi observado em
estudos né&o clinicos de dor neuropatica, inflamatéria e dor associada ao cancer
(BAHAADDINI et al., 2016; GAMBETA et al., 2016; RAOOF et al., 2016; SHANG et
al.,, 2015; WANG et al., 2015a, 2015b). Na neuralgia do trigémeo, a ansiedade
representa uma comorbidade que afeta de forma significativa a qualidade de vida dos
pacientes. Os antagonistas de KOR possuem efeitos do tipo ansioliticos
demonstrados em ensaios nao clinicos (CARR; LUCKI, 2010; KNOLL et al., 2007,
2011; ROGALA et al., 2012). Dessa forma, foi avaliado o efeito de nor-BNI no modelo
da CION em ratos expostos no LCE. No artigo de Gambeta e colaboradores (2018),
os animais CION foram submetidos ao LCE e foi demonstrado que somente os
animais que desenvolveram hiperalgesia apresentaram um aumento do
comportamento tipo-ansioso. Portanto, nesse estudo avaliamos o comportamento
tipo-ansioso somente dos animais que foram submetidos a cirurgia da CION. Quando
o nor-BNI foi administrado no TG, os animais do grupo CION ndo apresentaram
alteragcao no comportamento tipo-ansioso. Resultado ja esperado, pois de acordo com
nosso conhecimento, ndo ha indicios de que essa estrutura possa modular o
comportamento tipo-ansioso. O SC, apesar de ser uma estrutura fundamental no
processamento nociceptivo, também é capaz de modular a ansiedade induzida pela
dor (BAHAADDINI et al., 2016). No entanto, quando o nor-BNI foi administrado pela
via subaracnéide ndo observamos nenhuma alteragdo no comportamento do tipo
ansioso dos animais com CION.

Outra estrutura central envolvida no processamento da dor, bem como das
emocgdes, € a amigdala. Exames de neuroimagem mostraram que existe uma
alteracdo na funcao e conectividade da amigdala em pacientes com dor crénica.
Essas alteragdes aumentam a atividade do nucleo CeA e amplificam respostas de dor
em estados de dor cronica (NAVRATILOVA et al., 2019b). Além disso, a amigdala tem
sido relacionada com as interagdes entre dor e ansiedade (ZHUO, 2016). Dados
clinicos e nédo clinicos correlacionam a ansiedade com um aumento do tamanho da
amigdala, bem como sua maior ativagdo (ADHIKARI, 2014). Ademais, a ativagao de
vias do nucleo parabraqueal para o nucleo CeA é suficiente para promover
comportamentos de afeto negativo, incluindo ansiedade, depressao e aversdo em

ratos naive (CAl et al., 2018). No presente estudo, o tratamento com nor-BNI na CeA
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reverteu a hiperalgesia mecanica induzida pela CION de 4 a 6 horas apds a sua
administracao. Apesar do nor-BNI ser considerado uma droga de longa duragao,
sendo detectado no cérebro de camundongos 21 dias apds a administragédo
sistémica, (KISHIOKA et al., 2013), dados semelhantes aos nossos com relagcéo ao
intervalo de tempo de agédo do nor-BNI também foram reportados em outros estudos
(CUSTODIO-PATSEY et al.,, 2020; HORAN et al., 1992). Além disso, ja foi
demonstrado no estudo de Horan e colaboradores (1992) uma seletividade 100 vezes
maior do nor-BNI contra receptores mu opioides, bem como o antagonista nao
bloqueou a ativagao de receptores mu e delta, quando administrados i.c.v. O bloqueio
s6 foi observado quando altas doses do antagonista foram empregadas e no intervalo
0,33 a 0,5 hora. Portanto, nossos dados provavelmente indicam a atuagao do nor-BNI
nos receptores KOR.

Estudos prévios corroboram os achados com relagao aos efeitos do nor-BNI no
nucleo CeA. Ja foi demonstrada a inibicdo da aversdo a dor tdnica no modelo de
ligadura do nervo espinal (SNL) e a prevencgéo da perda do DNIC (Controle inibitorio
nocivo difuso) na dor cefalica funcional (NATION et al., 2018; NAVRATILOVA et al.,
2019b). Um dos mecanismos propostos para este efeito antinociceptivo, baseia-se
nas evidéncias que sugerem que a dor crénica relacionada a lesbes pode ser
considerada um estado de estresse e que os fatores estressores ativam o CRF (fator
de liberacgao de corticotrofina). Interessante que dados clinicos de pacientes com a NT
mostram que estes apresentam altos niveis de cortisol plasmatico (STRITTMATTER
et al., 1996). Sabe-se que o CRF promove a liberacdo de opioides enddégenos como
a dinorfina e ativagdo dos KOR (CAHILL et al., 2014; NAVRATILOVA et al., 2019a;
XIE et al., 2017). Ademais, relata-se que o nor-BNI no nucleo CeA inibiu o disparo de
fibras contendo dinorfina e/ou CRF, sugerindo um mecanismo de desinibicdo na
amigdala direita através do antagonista KOR em modelos de lesdo de nervos
(NAVRATILOVA et al., 2019a). Apesar de nao termos estudado essa via e essas
interacdes no presente estudo, é possivel que, no presente estudo, o nor-BNI também
esteja atuando nessas vias de estresse produzindo uma redugao da hiperalgesia.

Apesar dos antagonistas de KOR apresentarem propriedades ansioliticas
(MCLAUGHLIN; MARTON-POPOVICI; CHAVKIN, 2003; NEWTON et al., 2002), pelos
nossos dados, pode-se inferir que o nucleo CeA parece nido estar envolvido nesse
processo. Além dos nossos resultados, um estudo conduzido por Knoll e

colaboradores (2011) demonstrou que um antagonista de KOR (JDTic) administrado
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no nucleo CeA nao induziu um efeito do tipo ansiolitico em animais naive avaliados
no teste do LCE. No entanto, no mesmo estudo foi observado um efeito do tipo
ansiolitico no teste do LCE apds a administracdo de JDTic em outro nucleo da
amigdala, o nucleo basolateral (BLA) (KNOLL et al., 2011).

E importante mencionar que esses dois nlcleos desempenham papéis
distintos na modulagdo do comportamento emocional. A BLA recebe informagdes de
aferentes talamicos e corticais e realiza o processamento inicial de sinais que
predizem ameacas. A BLA faz proje¢des para o nucleo do CeA, o qual realiza a saida
do processamento da ansiedade e modula respostas de medo (ADHIKARI, 2014;
PALOMARES-CASTILLO et al., 2012). Ambas as estruturas tem-se mostrado um
importante componente da regulagdo do comportamento do tipo ansioso
(PALOMARES-CASTILLO et al., 2012).

Em termos translacionais, um resultado bastante importante do presente
estudo foi aquele observado apds a administragdo sistémica do nor-BNI. O efeito
antinociceptivo, ou seja, um aumento do limiar mecénico em animais com CION, foi
observado na maior dose (10 mg/kg) e por um periodo de 3 horas (de 1 a 4 horas
apo6s a injecado). Interessante que diferente dos experimentos anteriores com
administragao da droga no local ou no SNC, o tratamento sistémico proporcionou um
tempo mais prolongado de duragao do efeito antinociceptivo.

O efeito antinociceptivo observado com o tratamento sistémico equivale a
periodos de tempo em que o nor-BNI (30 mg/kg, s.c.) esta presente em altas
quantidades tanto no cérebro quanto no sangue dos animais (KISHIOKA et al., 2013).
Esta observacdo é condizente com o0s nossos resultados indicando que o
antagonismo dos KOR reduz a nocicepgéao tanto em estruturas periféricas (TG) como
centrais (CeA). No entanto, a dose de 3 mg/kg ndo modificou o limiar mecanico dos
animais. As diferengas encontradas na reversao da hiperalgesia nas doses de 3 e 10
mg/kg podem ser explicadas pelo fato de que o antagonismo dos KOR sio dose
dependente e na dose de 10 mg/kg € alcangado o antagonismo completo dos KORs
(RUTTEN et al., 2018a).

Aita e colaboradores (2010) estudaram os KORs em modelo semelhante ao
do presente estudo, o plON (ligadura parcial do nervo infraorbital), no qual observou-
se que a ativagao do sistema kappa opioide reduz o limiar mecanico no modelo do
plON, e que camundongos knock-out para KOR, ndo apresentavam alteragdes na

hiperalgesia. Porém, nao foi avaliado o efeito dos antagonistas KOR na nocicepgao.
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Além disso, estudaram a influéncia dos KOR em células envolvidas na resposta
imune. A auséncia de ativagao dos KOR inibiu a proliferagdo de macréfagos no SNC
(sistema nervoso central) mas aumentou no SNP (sistema nervoso periférico).
Ademais, os autores concluiram que existem diferencas entre os efeitos dos KOR no
sistema imune entre modelos de dor trigeminal e extra-trigeminal.

Estudos prévios mostram que o bloqueio sistémico de KOR com nor-BNI (3
mg/kg) resulta também na reducé&o da hiperalgesia cutanea e periorbital no modelo de
dor cefalica funcional e na diminui¢cdo da liberacdo de CGRP. Nesse contexto, um
antagonista KOR de curta duragdo (CYM51317), também reverteu a hiperalgesia
cutanea e periorbital dos animais (XIE et al., 2017). Além disso, o nor-BNI na mesma
dose recuperou a perda do DNIC na dor funcional (NATION et al., 2018). Contudo, o
tratamento sistémico n&do produziu efeito antinociceptivo no modelo de SNL. Tem sido
extensivamente relatado que o efeito de drogas que atuam no sistema kappa opioide
varia dependendo da via de administragdo realizada, seletividade pelos receptores,
espécie e sexo do animal testado e modelo animal (PODVIN; YAKSH; HOOK, 2016;
RASAKHAM; LIU-CHEN, 2011). No entanto, apesar de existirem muitos estudos
contraditérios na literatura com relagdo aos efeitos dos KOR, quando avaliamos
estudos com antagonistas KOR em dores que envolvem o sistema trigeminal, os
resultados sugerem efeitos benéficos no controle da dor. (NATION et al.,, 2018;
NAVRATILOVA et al., 2019a; XIE et al., 2017).

Com relacao ao comportamento do tipo-ansioso, em todos os experimentos foi
observado um aumento no comportamento tipo-ansioso nos animais do grupo CION.
o tratamento sistémico com nor-BNI foi capaz de induzir um efeito do tipo ansiolitico
quando os animais foram avaliados no teste do LCE, ou seja, o tratamento aumentou
o tempo nos bragos abertos, nas duas doses, e o numero de entradas nos bracos
abertos (3 mg/kg). Esse resultado nao foi observado com os tratamentos locais ou
central com nor-BNI, o que nos impede de sugerir um sitio de agao para esse efeito.
Como nao houve alteragdo no numero do entradas nos bragos fechados, sugerimos
que os tratamentos ndo interferem na locomogao dos animais. O LCE € um teste que
baseia-se no fato que os roedores evitam naturalmente os bragos abertos do aparato
e 0s compostos ansioliticos normalmente aumentam a exploragao nesses bragos sem
alterar o numero de entradas de bragos fechados, caracterizando um efeito do tipo
ansiolitico (PELLOW et al., 1985). Ademais, foi verificado o aumento do tempo no

compartimento claro no teste do TCE (menor dose), o qual avalia o comportamento
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tipo-ansioso de acordo com tempo que os animais ficam em ambientes altamente
iluminados. Assim, podemos concluir que o tratamento sistémico com um antagonista
de KOR reduziu o comportamento do tipo-ansioso dos animais, demonstrando
propriedades ansioliticas no modelo da CION. Dando suporte aos nossos resultados,
foi observado que antagonistas de KOR como o nor-BNI e o JDTic promoveram o
aumento no tempo nos bragos abertos no LCE em animais naive, sem alterar a
atividade locomotora (KNOLL et al., 2007).

Os resultados desse trabalho sugerem que os efeitos antinociceptivo e tipo-
ansiolitico do nor-BNI possuem uma duragéao de efeito diferentes no modelo da CION.
Foi observado um efeito antinociceptivo curto (1-6 horas) e o efeito tipo-ansiolitico
longo (24 horas) do nor-BNIl. Lembrando que n&o foi realizado a medida do
comportamento tipo-ansioso nos tempos em que o nor-BNI apresentava efeito
antinociceptivo. Além disso, analisando os dados do artigo de Gambeta e
colaboradores (2018), pode-se observar uma causalidade do efeito hiperalgésico no
comportamento tipo-ansioso dos animais. Visto que somente os animais
hiperalgésicos apresentavam um aumento do comportamento tipo-ansioso. Nossos
resultados indicam que além disso, o mecanismo do efeito antinociceptivo pode ser
diferente do efeito tipo-ansiolitico, pois foi observado efeito antinociceptivo do nor-BNI
sem afetar o comportamento tipo-ansioso dos animais. No entanto, mais estudos séo
necessarios para avaliar se essas duas propriedades sdo observadas ao mesmo
tempo.

E importante considerar que agonistas de KOR estritamente periféricos est&o
sendo testados na clinica, mas sua significancia clinica ainda nao esta totalmente
elucidada. E vélido mencionar resultados de dois ensaios clinicos realizados com
outro agonista KOR de agao periférica e central, a enadolina. No primeiro estudo,
pacientes que passaram por cirurgias ginecologicas ou obstétricas foram tratados com
enadolina intramuscular que se apresentou ineficaz; posteriormente, aumentaram a
dose da enadolina que obteve efeito semelhante a morfina (PANDE et al., 1996b).
Contudo, o estudo teve que ser interrompido devido aos efeitos neuropsiquiatricos
causados pelo aumento de dose (PANDE et al.,, 1996a). No segundo estudo,
pacientes que passaram por cirurgia de extragdo de dentes molares receberam o
tratamento com enadolina intramuscular, e, apesar da droga ter apresentado
seguranga a e tolerabilidade mesmo com o aumento da dose, ndo teve eficacia

analgésica se comprado com o placebo. Esses dados sugerem uma diferengca de
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efeito do KOR em dores que afetam o sistema trigeminal e dores extra-trigeminais. O
fato dos novos compostos que atuam como agonista de KOR serem restritos a
periferia evita os efeitos adversos relacionados com os KORs no SNC, como a disforia,
alucinacdes e depressado (BECK et al., 2019; KNOLL et al., 2007). No entanto, os
antagonistas de KOR nao apresentam esses efeitos adversos, tém demonstrado
efeito antinociceptivo e do tipo ansiolitico em dados nao clinicos (COLLOCA et al.,
2017; HANG et al., 2015; KNOLL et al., 2007; XIE et al., 2017). Ademais, estudos
sugerem que essas drogas poderiam tratar o componente afetivo da dor
(NAVRATILOVA et al., 2019a).

Baseado no exposto acima e nos nossos dados, e considerando que o
tratamento sistémico € mais relevante clinicamente, o tratamento com nor-BNI na NT

parece ser promissor tanto para a dor quanto para a ansiedade.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstrou o efeito antinociceptivo do antagonista de KOR,
nor-BNIl, em modelos de dor orofacial pds-operatoria e neuropatica. Ademais, na dor
neuropatica, o nor-BNI apresentou efeito antihiperalgésico periférico (TG) e central
(CeA), bem como efeito do tipo ansiolitico quando administrado sistemicamente.

Nossos dados sugerem que a ativacdo de receptores kappa opioides
contribuem para a hiperalgesia decorrente da dor pés-operatéria e da dor neuropatica
trigeminal, além de contribuir para a ansiedade associada a esta ultima condigao.
Estudos adicionais sdo necessarios para o melhor entendimento da contribuicdo dos
receptores KOR nas dores orofaciais agudas e crbénicas, bem como para avaliagdo do

seu potencial no tratamento do aspecto sensorial e afetivo da dor.
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